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Uber Reaktionen zwischen Zuckerarten und Aminen. I. 


Eine Reaktion zwischen Glucose und Glykokoll. 


Von 
Hans vy. Euler und Karl Josephson. 


(Aus dem biochemischen Laboratorium der Hochschule Stockholm.) 
(Der Redaktion zugegangen am 20. Dezember 1925.) 


_—_— 


Die Bindung der Hexosen an die hydrolytischen Enzyme 
der Disaccharide sowie an die spaltenden enzymatischen Kom- 
ponenten der ,,Zymase“ ist ihrer chemischen Natur nach noch 


durchaus unbekannt, Als Anhaltspunkte fir analytische Ar- 
beiten werden in diesem Laboratorium solche Reaktionen 
_ gwischen Hexosen und anderen Stoffen aufgesucht und studiert, 
welche als Analogien zu den zwischen diesen Hexosen und 
Enzymen eintretenden in Betracht kommen kénnen. 

Zur Beurteilung der Frage, welche Reaktionen hierbei in 
Frage kommen, gibt u.a. die Geschwindigkeit der Reaktion 
einigen AnlaS, welche zwischen beispielsweise Saccharase und 
Glucose unmefSbar rasch verlauft, ferner der EinfluB der Aci- 
ditét auf das Gleichgewicht, woriiber, was die Enzyme betrifft, 
bereits viele Daten vorliegen. 

Die genannten und einige andere Umstinde deuten einer- 
seits auf eine Reaktion zwischen einer sauren Enzymgruppe mit 
einem Teil des Substrates, andererseits auf Vorginge (wie etwa 
vom Typus der Schiffschen Reaktion) zwischen Aldehyd- bzw. 
Ketongruppen und Aminen hin. Natiirlich ist zur schlieBlichen 
Beurteilung ein griéBeres Zahlenmaterial erforderlich als das 
piel mitgeteilte, welchet immerhin fiir die weitere Forschung 


inige Fingerzeige geben kann. 
eases Zeitschrift f. physiol. Chemie, CLIII. 
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Uber Reaktionen zwischen Zuckerarten und Aminen. I. 
Eine Reaktion zwischen Glucose und Glykokoll. 


Von 
Hans v, Euler und Karl Josephson. 


(Aus dem biochemischen Laboratorium der Hochschule Stockholm.) 
(Der Redaktion sugegangen am 20, Dezember 1926.) 


Fan ERIE EDI 


Die Bindung der Hexosen an die hydrolytischen Enzyme 
der Disaccharide sowie an die spaltenden enzymutischen Kom- 
ponenten der ,,Zymase“ ist ihrer chemischen Natur nach noch 
durchaus unbekannt, Als Anhaltspunkte fir analytische Ar- 
beiten werden in diesem Laboratorium solche Reaktionen 
uwischen Hexosen und anderen Stoffen aufgesucht und studiert, 
welche als Analogien zu den zwischen diesen Hexosen und 
Enzymen eintretenden in Betracht kommen kiénnen. 

Zur Beurteilung der Frage, welche Reaktionen hierbei in 
Frage kommen, gibt u.a. die Geschwindigkeit der Reaktion 
einigen Anlab, welche zwischen beispielsweise Saccharase und 
Glucose unmeBbar rasch verliuft, ferner der KinfluB der Aci- 
ditit auf das Gleichgewicht, wortiber, was die Enzyme betrifft, 
bereits viele Daten vorliegen. 

Die genannten und einige andere Umstinde deuten einer- 
seits auf eine Reaktion zwischen einer sauren Enzymgruppe mit 
einem Teil des Substrates, andererseits auf Vorgiinge (wie etwa 
vom Typus der Schiffschen Realstion) zwischen Aldehyd- bzw. 
Ketongruppen und Aminen hin. Nattirlich ist zur schlieBlichen 
Beurteilung ein gréBeres Zahlenmaterial erforderlich als das 
hier mitgeteilte, welchet immerhin fir die weitere Forschung 
einige Fingerzeige geben kann, — 
| __—- Zeiteohrift f, physiol, Chemie, OLIII, 














_ Hans vy. Euler und Karl Josephson, 


Die von Schiff!) und spater besonders von Sorokin?) 
studierte Reaktion zwischen Aldosen und aromatischen Aminen, 
wie Anilin, Toluidin usw., ist nach den Versuchen von Ko- 
stytschew und Brilliant®) nicht auf die Amine der aroma- 
tischen Reihe beschrankt, sondern die Aldosen haben auch 
das Vermégen, sich mit aliphatischen Aminos&uren zu ver- 
binden: Nach Kostytschew und Brilliant soll die spon- 
tane Reaktion zwischen beispielsweise Glucose und Glykokoll 
in waBriger Lésung und bei einer Temperatur von 55° nur in 
alkalischer Liésung stattfinden. Da von den untersuchten 
Zuckerarten nur die Monosen (Glucose, Galaktose und Ara- 
binose) reaktionsfahig waren, wihrend die untersuchten Di- 
saccharide (Rohrazucker und Lactose) mit Glykokoll nicht in 
Reaktion zu treten schienen, fihrten die erwihnten Forscher 
die Reaktionsfihigkeit der Aldosen auf die Aldehydeigen- 
schaften derselben zuriick. Beziiglich der zusammengesetzten 
Zuckerarten miissen also neue Versuche angestellt werden, um 
nachzupriifen, inwieweit solche Zuckerarten, welche noch Aldehyd- 
eigenschaften besitzen, wie Lactose und Maltose, die Reaktions- 
fahigkeit mit Aminoséuren besitzen. 

Uber eine Verbindung zwischen Glucose und Anilin, das 
Glucose—Alanid, welches in methylalkoholischer Lisung ge- 
bildet werden soll, haben Irvine und Hynd‘) berichtet. 

Neuerdings haben Neuberg und Kobel‘) iiber die 
Drehungsainderung éiner Fructoselésung beim Mischen mit. 
einer Alaninlésung berichtet. Beim Mischen von beispiels- 
weise einer 2-molaren Fructoselésung mit dem gleichen Volumen 
einer 2-molaren Alaninlésung trat eine Steigerung der Links- 
drehung mit 2,8°/, der Drehung ein, welche beim Mischen der 
Fructoselésung mit dem gleichem Volumen destilliertes Wasser 
gefunden wurde. Nach den Angaben von paenens und 





1) Schiff, Liebig Ann. Che, Bd. 140, 8. 123 (1866); 7” 154, 
S. 30 (1871). 

*) Sorokin, Jl. fir prakt. Chem. Bd. 87, S. 291 (1888). oe 

®) Kostytechew u. Brilliant, Diese Zs. Bd. 127, 8. 280 (1928). 

‘) Irvine u. Hynd, Journ, Chem. Soc. Bd. 99, 8. 161 (1911). 

5) Neuberg u. Kobel, Biochem. Zs. Bd. 162, 8. 496 (1925). 
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Kobel soll Glucose keine entsprechende Drehungsinderung 
beim Mischen mit Alanin zeigen, und die erwaihnten Autoren 
finden in diesen Versuchen, welche bei Zimmertemperatur aus- 
gefihrt wurden, ,,einen neuen Beweis fiir die verschiedene 


Reaktionsfahigkeit von Glucose und Fructose“. 


Was die Reaktionsfihigkeit der Fructose und Glucose mit 
aromatischen Aminen betrifft, scheinen die Verhiltnisse so zu 
liegen, da8 die Glucose ein stiirkeres Reaktionsvermiégen als 
die Fructose besitzt*), wie auch die echten Aldehyde leichter und 
vollstandiger mit Aminen unter Bildung der sogenannten Schiff- 
schen Basen als die echten Ketone kondensiert werden. Gegen- 
iiber den aromatischen Aminen duBert sich die verschiedene 
Reaktionsfahigkeit der beiden besprochenen Hexosen in. um- 
gekehrtem Sinne als bei den Versuchen von Neuberg und Kobel. 


Wie bei anderen Reaktionen dieser Art, diirfte nun die 
Aciditét bzw. Alkalinitét des Reaktionsmediums eine 
wichtige und sogar ausschlaggebende Rolle spielen. Nicht 
nur die Reaktionsfihigkeit der Zuckerarten indert sich mit 
der Konzentration der Wasserstoff- und Hydroxylionen?), 
sondern die gréBere oder geringere Salzbildung der Carboxyl- 
und Aminogruppen der Aminosi&ure diirfte einen fiir das Gleich- 
gewicht der Reaktion 

HOOC-R-NH, + OHC-CHOH-CHOH-CHOH-CHOH-CH,0H 

<= HOOC-R-N : HC-CHOH-CHOH-CHOH-CHOH-CH,OH + H,O 
wesentlichen Punkt darstellen. 

Wie die unten beschriebenen Versuche zeigen, ist ein solcher 
AciditatseinfluB auf die Lage des Gleichgewichts im System 
Glucose + Glykokoll + Wasser 
vorhanden und polarimetrisch nachweisbar. Die Reaktion 
zwischen der Glucose und dem Glykokoll, welche beim iso- 
elektrischen Punkt der Aminosiiure nur in geringem Mabe 

1) Euler und Josephson, Sv. Vet. Akad. Arkiv f. Kemi Bd. 9, 
Nr. 25 (1925); diese Zs. Bd. 152, 8. 81 (1026). 

*) Siehe hierzu Euler, Chem. Ber. Bd, 89, 8. 344 (1906); Euler u. 
Nilsson, Diese Zs. Bd. 145, S. 184 (1925). Uber Amino-Aldehyd- 
verbindungen und ihre Salze; siehe ferner Euler, Sv. Vet. Akad. f. Kemi, 
Bd. 1, S. 847 (1904). Ferner M. Bergmann, Enslin und Zervas, 


Chem. Ber. Bd. 58, 8. 1084 (1925). : 
1* 
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4 Hans v. Euler und Karl Josephson, 


eintritt, wird, wie ja schon Kostytschew und Brilliant 
gezeigt haben, immer stirker bemerkbar, je mehr man von 
diesem Punke in das alkalische Gebiet eintritt. Die gleiche 
Beziehung gilt ja, wie bekannt, fir die Bindung des Form- 
aldehyds an Aminosiuren. Dementsprechend schreibt Sérensen 
zur Ausfihrung seiner Formoltitration von Aminosiuren alka- 
lische Reaktion vor. Als reagierende bzw. reaktionsvermittelnde 
Gruppe wird man den freien Aminorest R-NH, der Amino- 
siure anzusehen haben, wihrend weder die (substituierte) 
Ammoniumform R-+NH, noch das Zwitterion (Bjerrum) zur 
Reaktion mit der Aldehydgruppe geeignet sein diirfte. 

Aber auch bei dem isoelektrischen Punkt des Glykokolls 
war die Reaktion bemerkbar und schon in sebr schwach alka- 
lischen Lésungen (p,, = 8—9) wird der Fortschritt der Reaktion 
durch die Anderung der Drehung der Liésung in viel héherem 
Grade bemerkbar als die von Neuberg und Kobel beob- 
achtete geringe Drehungsinderung der Fructoselésung beim 
Mischen mii Alanin. 

Die von Kostytschew und Brilliant durch ie Ab- 
nahme des Aminostickstoffs verfolgte Reaktion zwischen Glu- 
cose und Glykokoll tritt also schon bei solchen niedrigen 
Hydroxylionenkonzentrationen, wie sie in biochemisch nicht 
selten vorkommenden Fallen vorhanden sind, und bei Zimmer- 
temperatur ein. Go 


Beschreibung der Versuche. 


Die zur Anwendung gekommene Glucoselésung war durch 
Auflésen von reiner Glucose (,,Traubenzucker puriss. wasserfrei 
fir Infusionen“ von der Firma E. Merck, Darmstadt; [Jas on, 


sofort nach dem Auflésen = 112° in destilliertes Wasser be- 
reitet. Die Liésung wurde bis zum Kochen erhitzt und dann 
unter Zusatz von Toluol wahrend mindestens eines Tages auf- 
bewahrt. Die Lésung enthielt 40 g Glucoseanhydrid in 100 ccm. 
Die Glykokollésung war durch Lisen von Kahlbaums 
Glykokoll in -destilliertem Wasser erhalten. Durch Zusatz von 
verschiedenen Mengen Natronlauge wurden die gewiinschten 
variierenden Hydroxylionenkonzentrationen erhalten. 
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Die p,,-Bestimmungen wurden unter Anwendung der Gas- 
kettenmethode mit Platinelektroden und strémendem Wasser- 
stoff ausgefiihrt. Die Bestimmung von p,, geschah erst nach 
Mischen der Glykokoll-Natronlaugelésungen mit der Glucose- 
lésung. , 

Die Lésungen wurden unter Anwendung eines Polarimeters 
von Schmidt und Haensch polarisiert. Als Lichtquelle 
diente eine Quecksilber—Quarzlampe, deren Licht durch ein 
Bichromatfilter filtriert wurde. Zu simtlichen Versuchen wurde 
ein Polarimeterrohr mit einer Linge von 2 dm benutzt. Samt- 
liche Versuche wurden bei Zimmertemperatur ausgefiihrt. 














Versuch 1. 
15 cem 2m Glykokollésung + 15 cem Glucoselésung. py = 5,9. 

Zeit in Minuten | Beobachtete Drehung | Drehungsinderung vom 
Anfang des Versuchs 

0 (21,64) = 

8 21,60 0,04 

5 21,58 0,06 

10 21,52 0,12 

20 21,40 0,22 

30 21,34 0,80 

60 21,27 0,87 

120 21,20 0,44 

180 21,20 0,44 

540 21,18 0,46 

1800 21,18 0,46 








Die totale Drehungsinderung betrug bei diesem Versuch 
also 0,46°, entsprechend 2,1°/, von der urspriinglichen Drehung 
der Glucose—Glykokollésung. Der Endeffekt ist also auch bei 
dieser Aciditaét von derselben GréBenordnung wie die von Neu- 
berg und Kobel beobachtete rasch eintretende Drehungs- 
anderung in Fructose—Alaninlésungen. 

Im Versuch 2 (p,, = 8,4) betrug die totale Drehungs- 
anderung 1,02°, also 4,8°/, von der Drehung der Lisung sofort 
nach dem Mischen der Glucose- und Glykokollésungen, 














Hans v. Euler und Karl Josephson, 


| Versuch 2. . | | 
20 cem Glykokoll-Natronlaugemischung (2m Glykokoll) + 20 cem 
Glucoselésung. py = 8,1. 





12 ETS 











Zeit in Minuten | Beobaehtete Drehung "kakes an 








(21,40) : _ 

21,20 0,20 
21,00 0,40 
20,82 0,58 
20,68 0,72 
20,51 0,89 
20,44 0,96 
20,42 0,98 
20,42 0,98 
20,38 1,02 
20,38 | . 1,02 








Versuch 3. 
20 cem Glykokoll—Natronlaugemischung (2m Glykokoll) + 20 cem 
Glucoselisung. py = 8,4. 








Zeit in Minuten Beobachtete Drehung gg eg tg a lh h 





(21,61) — 
21,37 0,24 
21,25 0,36 
21,15 «0,46 
21,12 ’ 0,49 
20,94 0,67 
20,80 0,81 
20,43 | 1,18 
20,33 1,28 
20,32 1,29 
20,30 ! ee 
20,30 1,31 


Bei p,, = 8,4 war die nach 5 Stunden erreichte Enddrehung 
1,31° niedriger als die Drehung beim Anfang der Reaktion. 
Die Drehungs&inderung betrug 6,1°/, von der Anfangsdrehung. 

Bei weiterer Steigerung der Konzentration der Hydroxyl- 
ionen war der Effekt sehr gro’. So wurde im Versuch 4 ge- 
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* 


funden, daB bei einer Alkalinitét entsprechend p,, = 9,6 

innerhalb 15 Stunden eine Drehungsinderung von 21,04° zu 

14,28° eintrat. Die totale Drehungsinderung (6,76 °) betrug also 

32°/, von der Anfangsdrehung der Glucose—Glykokolllésung. 
Versuch 4. 


15 cem Glykokoll-Natronlaugemischung (2 m Glykokoll) + 15 cem 
Glucoselésung. py = 9,6. 














Zeit in Minuten | Beobachtete Drehung ato tow Seen 

0 (21,04) sh 

1 21,00 0,04 

8 20,98 0,11 

6 20,85 0,19 

10 20,81 0,28 
80 20,35 0.69 
45 19,86 1,18 
80 18,65 2,39 
100 18,00 8.04 
180 16,26 4,78 
900 14,28 6,76 
1200 14,28 6,76 
1440 14,28 6,76 








Nach Versuchen von Euler und Nilsson?) ist die Dre- 
hungsinderung einer Glucoselésung bei Zusatz von NaOH 
oder KOH noch bei p, = 10 sehr gering; sie fallt innerhalb 
der Beobachtungsfehler. Als Kontrolle wurde diesmal ein 
Versuch mit einer Mischung von Glucose und sekundires 
Natrium-hosphat angesetzt. 


Versuch 5. 


10 cem 0,3 m Na,HPO,-Lésung + 10 cem 40°/,iger Glucoselésung. 
Pu = 8,3. Beobachtung der Drehung in 1-dm-Rohr. 

















Zeit in Minuten Beobachtete Drehung 
1 10,68 
30 10,68 
60 10,67 
300 10,68 
1440 10,67 








1) Euler u. Nilsson, a.a. O. 
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Die spezifische Drehung der Gleichgewichtsform der an- 
gewandten Glucose wird aus diesem Versuch zu 53,5° (gelbes 
Hg-Licht) berechnet. Bei p, = 8,8 andert sich die Drehung 
der Glucoselésung wahrend eines Tages nicht. a 

Im Gegensatz zu den eigentlichen Schiffschen Reak- 
tionen verlauft also der hier verfolgte Vorgang zeitlich meSbar 
und sogar ziemlich langsam. Vom kinetischen Standpunkt aus 
erhebt sich natiirlich die Frage, welche Phase der Reaktion 
Zeit in Anspruch nimmt. . 

Wir wollen auf die Kinetik erst in einer folgenden Mit- 
teilung naiher eingehen, wenn wir durch andere Methoden 
Aufschlu8 tiber die Anderung der Molekiilzahl gewonnen 
haben, welche die beobachteten Drehungsinderungen begleiten. 
Immerhin kann schon jetzt auf Grund der Erhéhung der 
Reaktion mit steigender Alkalinitét vermutet werden, daB ein 
in alkalischer Liésung aus Glucose entstehendes Umwandlungs- 
produkt mit der Aminogruppe reagiert, und die nichstliegende 
Annahme ist dann ohne Zweifel die, daB- ein Gleichgewicht 
zwischen der 1,4-Lactonform der Glucose und der acyklischen 
Form mit freier Aldehydgruppe existiert, und daB sich dieses 
Gleichgewicht mit steigender Alkalinitét zugunsten der freien 
Aldehydform verschiebt, welche mit der Aminogruppe in 
Reaktion tritt. 

Diese Mitteilung abschlieBend mag nur noch darauf hin- 
gedeutet werden, daB die biologisch wohl wichtigste Folgerung 
aus diesen Versuchen die ist, daB eine analoge Aciditits- 


funktion wie die oben mitgeteilte auch hinsichtlich eines’ 


Gleichgewichts zwischen Hexosen und eigentlichen Pro- 
teinen besteht, ein Gleichgewicht, welches fiir Reaktionen der 
Glucose usw. in der lebenden Zelle von wesentlicher Bedeutung 
sein mu, und zunachst hinsichtlich der alkoholischen Girung 
untersucht werden soll. . | 
Uber die Drehungsinderung einer Glucoselésung bei 
Zusatz von Anilin. 

Beim Mischen einer Glucoselésung mit einer Anilinlésung 

tritt auch bei Zimmertemperatur Drehungsinderung ein, wegen 











Uber Reaktionen zwischen Zuckerarten und Aminen. I. 9 


der Bildung von Glucose—Anilid, dessen spezifische Drehung 
yon Sorokin’) zu —44,1° (alkoholischer Lésung) angegeben 
wurde. Die folgende Tabelle zeigt, daB der Umsatz zwischen 
Glucose und Anilin in wiBriger Lésung und bei Zimmer- 
temperatur keineswegs gering ist. 


20 cem 40°/,ige Glucoselésung + 20cem bei Zimmertemperatur 
gesittiger Anilinlésung. 














Zeit in Stunden | Beobachtete Drehung erg gl ng 
0 21,55 | 3g 
0,5 21,42 0,13 
1 21,30 0,20 
2 21,11 0,44 
5 29,65 0,90 
1 20,30 1,25 

20 18,01 3,54 
98 16,41 5,14 
44 18,64 7,91 
53 12,38 9,17 
126 8,98 12,67 
196 8,98 12,57 











1) Sorokin, a. a. O. 























Einflu8 der Hefenvorbehandlung auf die Affinitats- 


konstanten der Saccharase. II. 


Achte Mitteilung itiber die Affinitatsver haltnisse der Saccharase. 


Von 


Hans vy. Euler und Karl Josephson. 


(Aus dem chemischen Laboratorium der Hochschule Stockholm.) 
(Der Redaktion zugegangen am 20. Dezember 1925.) 


In unserer vorigen Mitteilung iiber den Einflu8 der Hefen- 
vorbehandlung auf die Affinititskonstanten der Saccharase?) 
wurde gezeigt, daB durch die Vorbehandlung mit Rohrzucker 
(Fructose 4+- Glucose) oder mit Glucose eine Steigerung der 
Affinitit der Saccharase zu der a-Form der Glucose bewirkt 
werden konnte. Wahrend ein Autolysat, gewonnen aus 
Miinchener Léwenbriauhefe, durch direkte Autolyse mit Toluol 
die Affinititskonstanten der Fructose-Saccharaseverbindung und 
a-Glucose-Saccharaseverbindungen zeigten: _ 

Ky, fir Fractose = 12,7; Ky, fir a-Glucose = 3,4, 


wurde fir die entsprechenden Konstanten bei. Prifung eines 
Autolysates, welches mit Rohrzucker +- «-Glucose vorbehandelt 
worden war, die folgenden Werte berechnet: 


Ky, fir Fructose = 12,5; Ky, fir a-Glucose = 10,3. 


Durch die Vorbehandlung war also die Affinitétskonstante 
der «-Glucose-Saccharaseverbindung auf den dreifachen Wert 
gesteigert worden, wahrend die entsprechende Konstante der 
Verbindung zwischen Saccharase und der Gleichgewichtsform 
der Fructose keine merkbare Anderung erlitten hatte. 





1) Euler u. Josephson, Diese Zs. Bd. 152, 8. 66 (1926). 
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Im Anschlu8 an diesen experimentellen Befund wurde 

die Vermutung ausgesprochen, da diese Anderung der Kigen- 
schaften des Enzyms darin zu suchen ist, daB bei der Aus- 
bildung der fiir die gesteigerte Wirksamkeit notwendigen 
Gruppen die zweckmaBigsten Atomkombinationen ausgebildet 
werden kénnen, Hierdurch liBt sich die verschiedene Wirkung 
von beispielsweise Fructose und Glucose erkliren. Die damals 
® beschriebenen Versuche bezogen sich auf die Vorbehandlung 
durch Rohrzucker und durch Glucose. Wir teilen jetzt Ver- 
suche mit, bei welchem die Hefe nur mit Fructose behandelt 
wurde. 
Die neuen Versuche zeigen, daé bei der Vorbehandlung 
") durch Fructose keine Anderung der Affinitiitskonstanten der 
> Saccharase-Glucoseverbindungen eintritt; bemerkenswert ist 
aber noch die Tatsache, daB eine Steigerung der Affinitit 
des Enzyms zur Fructose auch nicht konstatiert werden 
konnte. 

AuBer den Versuchen tiber Vorbehandlung mit girfihigen 
Zuckern haben wir einen Versuch tiber Vorbehandlung durch 
Galaktose angestellt. Das Resultat dieses Versuches war aber 
i negativ, indem weder eine Anderung des Saccharasegehaltes 
der Hefe durch die Galaktosevorbehandlung noch eine Anderung 
| der Affinitatsverhiltnisse der Saccharase eingetreten war. Auch 
| die Affinitaét der Saccharase zu den verschiedenen Formen 
der Galaktose scheint durch die Galaktosevorbehandlung 
nicht geindert zu werden. Durch die Vorbehandlung mit 
 Galaktose hatte sich aber die Hefe an Galaktose angepabt, 
so daB die vorbehandelte Hefe ein starkes Galaktosegiirungs- 
vermédgen besabB. 


Versuche mit Fructose-vorbehandelter Hefe. 


Die Miinchener Léwenbriuhefe, welche nach dem langen 
Transport einen etwas fauligen Geruch hatte, zeigte Jf = 0,25. 
Der Saccharasegehalt der Hefe war also etwas gréBer als der 
Gehalt unserer Hefe H an Saccharase, fiir welche Jf im 
allgemeinen zu 0,2 bestimmt wurde. 

Die Vorbehandlung durch Fructose wurde unter den von 
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12 Hans v. Euler und Karl Josephson, 3 


Willstatter, Lowry und Schneider’) angegebenen Be- 
dingungen beziiglich Nihrsalzlésung, Temperatur und Zucker- — 
konzentration ausgefihrt. Bei unseren Versuchen konnte aber _ 
— vielleicht wegen der Anderung der Hefe wihrend des 
Transports — die Saccharaseanreicherung nicht so weit ge- 
trieben werden, wie bei den Versuchen Willstaitters und 
seiner Mitarbeiter. Nach der einen Tag dauernden Vor- 
behandlung zeigte die Hefe Jf = 0,84. 

Durch Autolyse (mit Toluol bei 30°) wurde aus dieser 
Hefe ein Autolysat mit Jf ='2,26 erhalten. 

Die in der nachfolgenden Tab. 1 mitgeteilten Versuche 


Tabelle 1.. 


Autolysat L, aus mit Fructose vorbehandelter Lowenbriiuhefe. If des 
Autolysates = 2,26. Hemmung durch Fructose und Glucose. 











g- 


Zuckerkonzentration in. | Drehung 


schwindi 
keit 


of 
= So 
a3 


ge 











s 


Rohrzucker 


Rohrzucker 0117 m. 
Gleichgew.-Fructose 0,22 m. 


Rohrzucker 
o-Glucose 


Rohrzucker 0,117 m. 
Gleichgew.-Glucose 0,22 m. . 
4,16 
3,82 
3,59 


1) Willstaitter, Lowry u. Schneider, Diese Zs. Bd. 146, 8. 158 
(1925). 
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wurden mit je 2 ccm des im Verhiltnis 1:20 verdiinnten 
Autolysates (entsprechend 6,59 mg Trockengewicht) angesetzt. 

Die Versuchstemperatur betrug wie friiher 30,00 + 0,05° 
Die optimale Aziditit der Saccharasewirkung wurde durch 


: q : 0,06 m KH,PO, eingestellt. 


Unter Zugrundelegung des Wertes X,, = 0,037 (Ky = 27) 
fir die Saccharase-Rohrzuckerverbindung lassen sich die 


| folgenden Werte von K,,, (X,,) bzw. Ky, (Ky,) berechnen 


(Tab. 2). 
Tabelle 2. 


Autolysat Z, aus mit Fructose vorbehandelter Léwenbriiuhefe. 
Berechnung von K,., (K,,,) und Ky, (Ky) fiir Fructose und Glucose. 























Zuckerkonzentration |v En, (Kn,) Ky, (Ky,) 
Rohrzucker 0,117 m. 1,45 0,117 8,5 
Fructose 0,22 m, 

Rohrzucker 0,117 m. 1,18 0,293 3,8 
a-Glucose 0,22 m. 
Rohrzucker 0,117 m, 1,30 0,176 5,7 
Gleichgew.-Glucose 0,22 m. 


Fiir dieses Autolysat ergibt sich also Ky, - Ky, =8,5-3,3 = 28. 


Versuche mit Galaktose-vorbehandelter Hefe. 


Die Vorbehandlung der Hefe mit Galaktose, welche Herr 
Fil. Kand. R. Nilsson ausgefiihrt hat, wurde in folgender 
Weise durchgefiihrt.') 
20 g Unterhefe H wurde in einer Lésung von folgender 
Zusammensetzung suspendiert: 
4g Galaktose 
100 cem 0,3 m.-Phosphatmischung (pq = 5,05) 
100 cem Wasser 
In dieser Lésung wurde die Hefe waihrend 3 Tagen auf- 
bewahrt. Die Hefe wurde dann abzentrifugiert und mit Wasser 
gewaschen. 





) Euler u. Nilsson, Diese Zs. Bd. 152, S. 249 (1926). 
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14 


Die nicht vorbehandelte HA-Hefe und die Galaktose- | 


Hans v. Euler und Karl Josephson, | 


angepaBte Hefe zeigten die folgenden J f-Werte: 


Unvorbehandelte Unterhefe H. . . ... 
Dieselbe Hefe mit Galaktose vorbehandelt . 


Autolysat aus Galaktose-angepaBter H-Hefe. Hemmung der Saccharase- || 
_ wirkung durch Fructose, Glucose und Galaktose. 


| If = 0,21 
If = 0,22 


Tabelle 3. 








| 





— oo 




















: bo 
SP ieee 
Zuckerkonzentration Min. | Drehung s § cr b ‘s 
be B| $ = 
a eS 2, 
Rohrzucker 0,117m. | 0 (2,65) om 100 
10 1,84 0,81 
15 1,45 1,20 
20 1,07 1,58 
Rohrzucker 0,117 m. 0 (— 1,08) — 15 


Rohrzucker 
a-Glucose 


Rohrzucker 


Rohrzucker 
a-Galaktose 


Rohrzucker 


Gleichgew.-Fructose 


Gleichgew.-Glucose 









0,117 m. 


0,117 m. 


Gleichgew.-Galaktose 0,22 m. 


0,22 m. 









0 (5,83) — | 48 
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Durch die Vorbehandlung mit Galaktose war eine Ande- 
rung des Saccharasegehaltes der Hefe nicht eingetreten. 

Die Hemmungsversuche mit verschiedenen Zuckerarten 
> — mit dem aus der Galaktose-angepaBten Hefe dargestellten 
® Anutolysat mit Jf = 0,45 ausgefiihrt — ergaben die in der 
“* Tab. 3 mitgeteilten Ergebnisse. 

Die Hemmungen durch die verschiedenen Hexosen erwiesen 
sich also als nahe iibereinstimmend mit den entsprechenden 
Hemmungen bei Anwendung von Saccharasepriparaten aus 
| Unterhefe H, welche keiner Vorbehandlung unterworfen worden 
war. *) 





1) Euler u. Josephson, Diese Zs. Bd. 182, 8. 301 (1924). — 
K. Josephson, Diese Zs. Bd. 186, 8. 62 (1924). 


































Die Struktur der aus Casein durch fermentativen Abbau ) 


erhaltenen Verbindung C,,H,,N,0,. 
Von 


Emil Abderhalden und Hans Sickel. 
Mit 1 Tafel. 


(Ausgefihrt mit Mitteln der Kaiser Wilhelm-Gesellschaft zur Férderung 
der Wissenschaften.) | 


(Aus dem physiologischen Institut der Universitat Halle a. 8.) 
(Der Redaktion zugegangen am 23. Dezember 1925.) 


Wir haben kiirzlich mitgeteilt, daB es gelungen ist, aus | 


Casein durch Verdauung mit Fermenten der Pankreasdriise 
ein Produkt zu gewinnen, das sich durch ein sehr gutes Kry- 
stallisationsvermégen auszeichnet und bei der Hydrolyse mit 
Sauren Tyrosin und Prolin ergibt. Wir haben die erwihnte 


Verbindung immer wieder in sich ziemlich gleich bleibender | 


Ausbeute erhalten. Sie zeigt Eigenschaften, die darauf hin- 
weisen, daB die Kombination der erwihnten Bausteine eine 
von der bekannten Dipeptidstruktur abweichende ist. Es sei 


zunichst ganz allgemein darauf hingewiesen, daB sich die Ver- @& 


bindung beim Erwarmem in ein Anhydrid verwandeln laBt, 
aus dem man durch Aufspaltung wieder eine Verbindung 
erhilt, die durch den Besitz einer NH,- und einer COOH- 
Gruppe ausgezeichnet ist und in dieser Beziehung dem Aus- 
gangsprodukt gleicht. Es kann aber dieses nicht entstanden 
sein; denn das urspriingliche Produkt zeigt eine Drehung von 
— 22,75°, wihrend das durch Aufsprengung des Anhydrid- 


ringes gewonnene Produkt eine solche von + 141,9 aufweist. 


Dazu kommt, da8 das urspriingliche Produkt Schmelzp. = 147° 
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3 besitzt, wahrend das durch Aufspaltung gewonnene Schmelz- 
7@ punkt = 120° zeigt. Kin weiterer Unterschied ist darin 
 begriindet, da8 das urspriingliche Produkt die Kommsche 


 Tryptophanreaktion nicht beschleunigt, waihrend das letztere 


‘diese Eigenschaft zeigt. Es seien die beiden Verbindungen 
># zunichst als Produkt I und II unterschieden. Beide weisen 
nach vollstandiger Methylierung eine Methoxylgruppe und vier 
Methylimidgruppen auf. Hervorgehoben sei noch, daB das 
Produkt I 21/, Molekiile Krystallwasser aufweist, von denen 


™ 11/, Molektile leicht abgegeben werden, wihrend 1 Molekiil 


erst bei héherer Temperatur zur Abgabe gelangt. Auch den 


| Derivaten und Salzen ist dieses Verhalten in bezug auf das 


7 Krystallwasser eigentiimlich. Wird nunmehr das Produkt II 
"} iber seinen Schmelzpunkt hinaus erwarmt, dann erhalt man 

® bei 180° ein neues Anhydrid. Wir wollen es im Gegensatz 
zum Anhydrid 1 Anhydrid II nennen. Es zeigt eine Drehung 
von, + 67,1° und einen Schmelzpunkt von 226—228° Es sind 
somit aus dem urspriinglichen, aus Casein gewonnenen Produkt 
drei in engster Beziehung damit stehende Verbindungen erhalten 
worden, nimlich zwei verschiedene Anhydride und ferner ein 
aufgespaltenes Produkt, das dem Ausgangsprodukt in vielen 
Beziehungen nahesteht, jedoch mit ihm nicht identisch ist. 
Beide Anhydride ergeben die bekannten Anhydridreaktionen, 


a wihrend beide, die Aminogruppe besitzenden Produkte die 


Ninhydrinreaktion zeigen, jedoch tritt sie erst nach langerem 
Kochen auf. Hervorgehoben sei noch, daB das aus Casein 
erhaltene Produkt (I) nur schwer in das Kupfersalz iiber- 
= fihrbar ist. 4 

| Die erhaltenen Befunde weisen darauf hin, daB das aus 
Casein gewonnene Produkt unter Wasserabspaltung in die An- 
hydridform iibergeht und in dieser Hinsicht ein Verhalten zeigt, 
das Dipeptiden eigen ist. Auffallend ist, daB sich bei der 
Aufspaltung dieses Anhydrides, die offenbar an der gleichen 
| Stelle erfolgte, an der der Ringschlu8 zustande gekommen ist, 


™ eine Umlagerung vollzogen haben mu8. A priori wire zu 


© crwarten, daB der Anhydridring, wie es bei gemischten An- 
hydriden der Fall ist, an den beiden méglichen Stellen eine 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f, physiol. Chemie. OLIII, 2. 
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a. Emil Abderhalden und Hans Sickel, 


Aufspaltung zeigt. Betrachten wir die folgende _—— sis | 
dem Prolyl-tyrosinanhydrid entspricht, ‘ 
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dann ist leicht einzusehen, daB bei der Aufspaltung des Ringes | 
an der mit I bezeichneten Stelle ein Dipeptid enstehen wirde, @ ,.,, 
das keine Aminogruppe aufweist. Nun zeigt jedoch das Pro- 
dukt II sowohl eine Amino- als auch eine Carboxylgruppe. 
Infolgedessen ist die Entstehung des Dipeptides Prolyt-tyrosin @ 4, 


ausgeschlossen. Es ist auBerordentlich schwierig, zu entscheiden, | w 
2 2° | = da 
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welche Struktur dem Produkt IT zukommt. Es ist naheliegend, 


4 dem Produkt I die Struktur des Tyrosyl-prolins zu- 


’ ‘guerkennen. Es miiBte dann Produkt IT eine tautomere Form 
'% darstellen. Es ist an die Enolform zu denken. Den An- 
"® hydriden I und II wiirden dann die vorstehenden Formeln 


zukommen. 
Angefiihrt sei, daB bei der Hydrolyse des Anhydrids 1 


mit Saure optisch-aktives Tyrosin und d,l-Prolin erhalten 
warden. Struktur 3 entspricht diesem Befunde am bestdn. 


ig 
i] 
cm a 


Leider ist es uns nicht gelungen, die eine oder andere 
Form an Hand bestimmter Reaktionen festzulegen. Die An- 
wendung der Xanthoproteinreaktion zum Nachweis der Enol- 
form der Anhydridstrnktur versagt infolge der Anwesenheit 
des Bausteines Tyrosin. Der Versuch, die Doppelbindung nach- 
zuweisen, hatte auch keinen Erfolg. 

Um einen weiteren Hinblick in die Struktur der aus 
Casein gewonnenen Verbindung zu erhalten, haben wir den 
Weg der Synthese beschritten. Wir hielten es fir méglich, 
daB der Prolinkomplex nicht vorgebildet ist, vielmehr sekundir 
entsteht. Das Naheliegendste war, an die d-Oxy-e#-amino- 


> valeriansiure als Baustein des Caseinproduktes zu denken 


Wir haben in Verfolgung dieser Idee Leucyl-d-oxy-a-amino- 
valeriansiure dargestellt und an diesem Modell die Uberfihr- 
barkeit in Leucyl-prolin studiert. Es zeigte sich, daB das 
erstere Dipeptid leicht darstellbar ist, jedoch wurde der Uber- 
gang in Leucyl-prolin nicht beobachtet. Bei der Hydrolyse 
des Dipeptids erhielten wir die Bausteine und in geringer 


») Ausbeute (6°/,) Prolin. Die gleiche Menge wird aus d-Oxy-ca- 


aminovaleriansiure bei deren Behandlung mit Saure erhalten. 
Durch Fermente lieBen sich gleichfalls die Bausteine des 
Dipeptids gewinnen. Die Ergebnisse dieser Versucke machen 
es nicht wahrscheinlich, daB das aus Casein gewonnene Produkt 
als Bausteine Tyrosin und d-Oxy-e-aminovaleriansaure aufweist, 
denn aus jener Verbindung lieBen sich Tyrosin und Prolin in 
guter Ausbeute erhalten. Dagegen konnte nie das Auftreten 
von 6-Oxy-a-aminovalerianséure nachgewiesen werden. Erwahnt 


sei in diesem Zusammenhang, da8 es uns nicht gelungen ist, 
9* 
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20 Emil Abderhalden und Hans Sickel, 


das Caseinprodukt durch Pepsinsalzsaure bzw. durch 
Pankreasfermente in seine Bausteine zu zerlegen. 
Wir gingen nunmehr dazu iiber, die Tyrosyl-prolin- 


verbindung synthetisch aufzubauen. Wir stieBen dabei | 


auf sehr groBe Schwierigkeiten, wie aus den im experimentellen 


Teil mitgeteilten Versuchen hervorgeht. Erfolg hatte das Er- © 
hitzen von 1-Prolinathylester mit 1-Tyrosinaithylester, | 
In allerdings sehr geringer Ausbeute gewannen wir ein Pro- | 
dukt, das in seiner Zusammensetzung und seinen Higenschaften | 


dem oben erwahnten Anhydrid entspricht. Es zeigte ein 


Drehungsvermégen von + 15,35°, wihrend das aus dem Casein- © 
produkt hergestellte Anhydrid II ein solches von + 67,1° auf- |@ 
wies. Offenbar ist bei der Darstellung des Produktes teilweise | 


Racemisierung eingetreten, Schmelzp. = 226—228° Der 


Mischschmelzpunkt der beiden Anhydride ergab Schmelz- 


punkt = 227°. Wurde die wiBrige Lisung der beiden An- 
hydride langsam eingeengt, dann ergaben sich Krystalle mit 
3 Molekiilen Wasser, die, wie die auf Taf.I (Fig.5 und 6) dar- 
gestellten Abbildungen dartun, in ihrer Krystallform identisch 
waren, Es unterliegt keinem Zweifel, daB es uns gelungen 
ist, den Kérper Anhydrid II auf synthetischem Wege dar- 
zustellen. Bei seiner Aufspaltung erhielten wir ein Produkt, 
das eine Amino- und eine Carboxylgruppe enthielt. Es erwies 
sich als volistindig optisch inaktiv. Bei 115° begann es zu 
sintern, wobei sich sofort eine feste Phase anschloB, die dann 
bei 232° wieder schmolz. Das ganze Verhalten dieser Ver- 
bindung macht es wahrscheinlich, daB es in Beziehung zum 
oben erwihnten Produkt II zu setzen ist. Die Unterschiede 
im Schmelzpunkt sind offenbar auf die erfolgte Racemisierung 
zurtickzufiithren. Das durch Aufspaltung des auf synthetischem 
Wege gewonnenen Anhydrids erhaltene Produkt zeigte nach 
volistiindiger Methylierung eine Methoxylgruppe und ferner 
vier Methylimidgruppen. 

Der Umstand, da alle gewonnenen Verbindungen mit 
den Bausteinen Prolin und Tyrosin mit offener Kette bei der 
Methylierung auBer der Methoxylgruppe vier Methylimidgruppen 
aufweisen, hat uns in Hinsicht auf die Konstitution der be- 
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treffenden Verbindungen beunruhigt. Wir haben am Beispiel 
des Leucyl-glycins das Verhalten bei der erschépfenden 
Methylierung untersucht und festgestellt, da ein Trimethy]- 
leucyl-glycin erhalten wird. Die Iminogruppe wird nicht 
besetzt. Wir sind uns nicht ganz klar dariiber, wie die 
vier Methylgruppen unterzubringen sind. Das eigenartige 
Verhalten des Produktes mit offener Kette gegentiber Wasser 
in Gestalt der Anlagerung von Krystallwasser, wovon ein 
Molekiil besonders stark festgehalten wird, und ferner das 
besondere Verhalten bei der vollstindigen Methylierung machen 
es sehr wahrscheinlich, daB in der Verbindung Struktur- 
verhaltnisse vorhanden sind, die sich nicht ohne weiteres 
mit der Dipeptidstruktur erkliren lassen. Wir miissen zurzeit 
die Frage nach der speziellen Struktur des gewonnenen 
Produktes in Einzelheiten noch offen lassen. Wir hoftfen, 
durch weitere synthetische Versuche die noch vorhandenen 
Liicken ausfiillen zu kénnen. 

Der Nachweis einer Verbindung unter den mittels Fer- 
menten gewonnenen Abbauprodukten aus Casein, in der Tyrosin 
und Prolin in Bindung verhanden sind, ist an und fir sich 
interessant. Hervorgehoben sei das Vorliegen eines konden- 
sierten Ringsytems, bestehend aus einem Dioxy-piperazin- und 
einem Pyrrolidinring (tertiirer, cyclisch gebundener Stickstoff!). 
Thre biologische Bedeutung soll noch gepriift werden. Bemerkt 
sei noch, daB Anhydrid I und II im optisch-aktiven Zustand 
| stark bitteren Geschmack aufweisen, wihrend das racemische 

Produkt fad schmeckt. 


‘Experimenteller Teil. 


Caseinverdauungsprodukt. 


Zur Konstitutionsermittelung wurden gréBere Mengen des 
schon friiher’) beschriebenen Spaltproduktes nach der dort 
angegebenen Methode hergestellt. Erwihnt sei nur, da8 wir 
bei direkter Anwendung des fein zerhackten Pankreas die 





1) Diese Zs. Bd. 188, S. 108 (1924). 
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besten Ausbeuten erzielen konnten (pro Kilogramm Casein 
2,8 g). a 

Das mehrmals aus heibem H,O umkrystallisierte Produkt 
lieferte beim Verbrennen keinen Skatolgeruch mehr und zeigte 
den Zersetzungspunkt 147°. Die Léslichkeit in Wasser be- 
trigt bei 18° 1,67 g auf 100 ccm H,O, bei Siedetemperatur 
etwa 15 g auf 100 ccm H,0. 

Die Wasserstoffionenkonzentration wurde nach der Wider- 
standsmethode gemessen. Sie betrug 

in 4/.5-mol. Lésung 5,08; in 4/g9-mol. Lésung 5,85; 
» im, ta (Fehler 0,08). 

Die Verdiinnungskurve zeigt also einen normalen Verlauf. 

Spezifische Reaktionen konnten nicht aufgefunden werden. 
Lediglich der Verlauf der Millonreaktion und derjenige der 
Reaktion mit Chinon war ein etwas unterschiedlicher. Arbeitet 
man namlich mit kleiner Subst.-Konz. in mit Wasser auf das 
Doppelte gebrachte Reagensvolumen, so beobachtet man, daB die 
Probe mit dem Spaltprodukt noch rot (zwiebelrot) bleibt, 
wahrend bei der Tyrosinkontrolle der Ubergang vom roten in 
den gelben Ton sich schon langst vollzogen hat, Analog ist 
das Verhalten bei der Farbung mit Chinon. | 

Des weiteren wurde das Produkt I nach 4maligem Um- 
krystallisieren aus Wasser nochmals einer vollstindigen Ana- 
lyse unterworfen. 

85,650 mg Substanz verlieren bei 110° im Vakuum iiber P,O, in 
7 Stunden 16,550 mg H,0O. 

5,470 mg Substanz liefern 10,290 mg CO,, 3,580 mg H,0. 

62,850 mg __sé,, bendt., 3,82 cem n/10-H,SO,-Lésung.') 

4,760 mg . liefern 0,364 cem N (748 mm, 21°). 

42,500 mg, » nach vanSlyke 3,32ccm N (748mm, 21%). 

Nach den bereits frither*) mitgeteilten Ergebnissen der 
Hydrolyse, die in iquivalentem Verhialtnis Tyrosin und Prolin 
lieferte, legten wir der Berechnung eine Tyrosyl-prolin- 
verbindung mit Krystallwassergehalt zugrunde. 





1) Es muBte 10 Stunden mit gréBeren Katalysatorenmengen kjel- 
dahlisiert werden. : | 
*) Diese Zs. Bd. 144, §. 81 (1925). 
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Fir C,,H,,0O,N, + 2'/, H,O; Mol.-Gew. 323,26: 
Ber. 51,97°/, C 1,17%/, H 8,66, N 4,33°/, NH,-N 19,50°/, H,O (bis Anhydr.) 
Gwe 4 Un Bl on 4M Os 
| $74 «4 

Es sei an dieser Stelle noch erw&hnt, daB das Produkt I 
die Reaktion auf Tryptophan mit formaldehydhaltiger Schwefel- 
saure nicht beschleunigt, wie dies von E. Abderhalden und 
E. Komm!') beim Glycyl-prolinanhydrid und von E. Abder- 
halden und E. Schwab beim Glykokolloxyprolinanhydrid?) in 
positivem Sinne beobachtet worden ist. 

Herr Prof. von Wolff, Halle a. S., war so freundlich, 
Krystalle des Produktes I aus Casein zu untersuchen. Das 
Ergebnis ist: 

1, Die Spaltbarkeit der Krystalle ist sehr schlecht. 

2. Eine Messung der Flachen war wegen der schlechten 
Beschaffenheit der Krystalle (Korrosion, Scheinflichen) auf dem 
Reflexionsgoniometer nicht méglich. 

8. Die Doppelbrechung ist sehr hoch. 

4, Die Krystalle sind optisch zweiachsig, sie gehéren dem 
triklinen Krystallsystem an, was sich aus der Verbindung der 
horizontalen bzw. gekreuzten Dispersion mit der geneigten 
ergibt. : 

5. Der Charakter der Doppelbrechung muBte wegen der 
hohen Doppelbrechung mit dem Berekschen Kompensator 
bestimmt werden, die Bestimmung ergab einen positiven Cha- 
rakter. 

6. Der Achsenwinkel wurde auf Grund von Beobachtungen 
im Adamschen Polarisationsapparat auf etwa 70—80° ge- 
schitat. (Vgl. Fig. 1 in Taf. 1) , 


Hydrolyseversuche. 


1 g des krystallinischen Produktes I wurde mit 10 ccm 
25°/, iger Schwefelsiure 8 Stunden am RiickfluBkibler ge- 
kocht. Nach der quantitativen Entfernung der H,SO, aus der 
mit der 10fachen Menge Wasser verdiinnten Lésung mittels 





1) Diese Zs. Bd. 140, S. 74 (1924). 
*) Diese Zs. Bd. 148, S. 260 (1925). 
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reinsten Baryts unter Benutzung der Zentrifuge, konnten wir 
durch fraktionierte Krystallisation des mit absolutem Alkohol 
extrahierten Trockenriickstandes obigen Filtrats 0,45 g 1-Tyrosin 
gewinnen. Es besaB den Schmelzp. 295° und die optische 
Konstante [a]'®* = — 8,38° (17,17 mg Substanz; in 21°/, iger 
HCl mit Ges.-Gew. 1,0918 g auf 1 ccm gelést; 1,10 spez. Gew. 
1 dm @®* = — 0,145%. Der Alkoholextrakt lieferte 0,31 g 
Prolin. ae 


Tyrosin: 8,210 mg Substanz gaben 0,552 cem N (750 mm, 20°). 
Ber. 7,73°/, N Gef. 7,74°/, N | 

Prolin: 6,240 mg Substanz gaben 0,656 eem N (750 mm, 21°). 
Ber. 12,17°/, N Gef. 12,05°/, N 


9,975 mg Prolin in H,O zu 0,8ccm und 0,805 g Ges.-Gew. 
gelist: | . 


d'8° = 1,005; 1dm «8° =— 1,08; [a]}!8¢ = — 82,719 (+ 0,6%. 


Das mit Ather gefiillte Produkt schmolz bei 210°. 

Eine vorhergehende, in der gleichen Weise durchgefihrte 
Hydrolyse mit 0,5 g des Produktes I lieferte dagegen kein 
Tyrosin. Der gesamte Trockenriickstand des BaSO,-Filtrats 
war im absoluten Alkohol léslich. Bemerkenswert ist, dai 
die Millonreaktion negativ, die Reaktion auf Carbonyl und die 
Reaktion mit FeCl, negativ ausfielen; die Ninhydrinreaktion 
fiel orangerot aus. Der aus dem Alkohol gewonnene Riick- 
stand war nicht in einheitlicher Zusammensetzung zu ge- 
winnen. 

Der N-Gehalt des hygroskopischen Gemisches betrug 
7,35 °/,. Es enthielt keinen NH,-N. | 

Auch bei der alkalischen Hydrolyse wurden bei gleicher 
Durchfihrung verschiedene Ergebnisse erzielt. So wurde beim 
Vorversuch mit 0,5 g Substanz nach Entfernung des Baryts 
im Filtrat Tyrosin festgestellt (mit Millonreagens). Nach dem 
Einengen im Vakuum blieb eine gelatinése Masse zuriick, die 
keine Millonreaktion mehr zeigte. Es lieB sich jedoch Prolin 
isolieren, wenn auch in geringer Menge. Der nun verbleibende 
Riickstand bildete ein griines Kupfersalz mit 12,30°/, Cu 
(Prolin-Cu 21,62°/, Cu). 
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Auch hier konnte aus dem Gemisch kein einheitliches 
Produkt isoliert werden. — 

Eindeutiger verlief der Hauptversuch. : 

1 g der krystallinischen Substanz erfuhr in 10 com Wasser 
mit 9,68 g (8 Mol) Baryt gelist, eine 14stiindige Behandlung 
bei Siedetemperatur. Danach wurde mit Wasser auf etwa 
1000 ccm verdiinnt und nun das Ba-lon mit H,SO, quantitativ 


entfernt. Bei der Hydrolyse und bei dem anschlieBenden Hin- 


engen des Filtrates wurde mit Absorptionsvorlagen und Nach- 
schaltungen gearbeitet, teils um die Bildung von BaCO, zu 
verhindern, teils um eventuell entstandene fliichtige Produkte 
festzuhalten. Es lie8 sich nur eine geringe Menge flichtiger 
basischer Substanz feststellen. 
Ergebnis: 
Racemisiertes Tyrosin. . . 0,488 g, ber. 0,512 ¢ 


In abs. Alkohol léslich . . 0,314 g, hieraus 0,383 g Cu-Verbindung 
Diese mit Alkohol extrahiert 0,280 g, ber. 0,416 ¢ 


Racemisches Prolinkupfer . . 21,65°/, Cu (ber. 21,62 °/,) 
0,055 g alkoholléslicher Anteil 13,95°/, Cu; zeigt Millonr. + 
(Prolylprolinkupfer — 13,08°/, Cn — kommt also nicht in Frage) 


Hydrolyse des wasserfreien Spaltproduktes 
aus Casein. | 


Hier wurden in allen Fallen gleiche Ergebnisse erzielt. 

Die Hauptunterschiede zwischen diesen und den oben 
angefihrten Resultaten bestehen in zwei Punkten: 

1. Die zu erzielende Tyrosinmenge betrug im besten Falle 
40 °/, der theoretischen und 45°/, der bei der Hydrolyse des 
Produktes I erreichten Menge. 

2. Wihrend bei der sauren Hydrolyse des Produktes I 
die aktiven Aminosiuren erhalten worden sind, konnten wir 
hier wohl 1-Tyrosin und zwar mit [a]!7° = — 10,62°}) 
(18,67 mg Substanz, auf 1 ccm 21°/,ige HCl mit 1,1017¢ 
Gesamtgewicht und d= 1,10 gel; 1dm «@” =— 0,198) 
isolieren, fanden aber kein alkohollésliches Prolinkupfer auf. 

1) Dieses Tyrosinpriiparat zeigt, einmal aus heiBem Wasser um- 


krystallisiert [a]'®*° = — 8,88° (17,17 mg; 1,0918 g Ges.-Gew. d’** = —1,10; 
o'8° = — 0,145 °). 
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Aus dem Alkoholextrakt 0,31 g des Hydrolysen-Trocken- 
riickstandes wurde die Cu-Verbindung durch die iibliche Be- 
handlung mit frisch gefalitem CuO hergestellt. Aus den ge- 
trockneten Salzen léste heiBer Alkohol, jedoch nur 0,015 g 
mit 18,29°/, Cu, wahrend 0,233 g Cu-Salz mit 20,34°/, Cu 
ungelést blieben (ber. Cu fiir Prolinkupfer 21,62 °/,). 

Der nicht identifizierbare Riickstand betrug etwa 15 °/, 
des Ausgangsmaterials. Es konnte wohl eine scheinbar ein- 
heitliche, nicht krystallisierbare Fraktion abgetrennt werden, 
doch lassen die analytischen Ergebnisse keine sicheren Schliisse 
za. Der Gehalt an Cu betrug 13,20°/,, die aus der Cu-Ver- 
bindung mit H,S befreite Saéure enthielt 7,42°/, N. 


6,450 mg Substanz gaben 1,065 mg CuO; 13,20°/, Cu. 
8,050 mg . » 9,195 cem N (752mm, 18°); 17,42 %/ N. 


Diese freie Saure hat geringe Aciditat, gibt Millonreaktion 
und eine rotstichige Violettfarbung mit FeCl,. Die Ninhydrin- 
reaktion fiihrt zu einem zwiebelrotem Ton. 

Nach 4 tagigem Verweilen im Vakuum tiber H,SO, sintert 
die Substanz gegen 105°, wirft bei 180° Blasen und zersetzt 
sich endgiiltig unter starker Braunfarbung bei 284°. 

Die verschiedenartigen Ergebnisse dieser Hydrolyseversuche 
trotz oft gleicher Bedingungen, sowie die nicht aufklarbaren 
Hydrolysatanteile kann man nur verstehen, wenn man annimmt, 
da8 im Ausgangsmolekiil mehrere und verschiedenartige reaktive 
Gruppen vorhanden sind oder erst im Laufe der Hydrolyse 
erschlossen werden, die zur Bildung héhermolekularer Konden- 
sations- und event. auch Polymerisationsprodukten in nicht 
iibersehbarem Chemismus fibren. 


Anhydrisierung. 

Wie an friherer Stelle bereits erwahnt, fihrt der Trock- 
nungsproze8 im Vakuum iiber P,O, bereits bei 105—110° zu 
einem Kérper andersartiger Konstitution. List man das vdllig 
entwisserte Produkt vom Schmelzpunkt 187° in Wasser, das 
hiervon gréBere Mengen aufnimmt als vom Ausgangsmaterial, 
so krystallisiert bei langsamem Einengen ein bernsteinfarbener 
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- @ Ké6rper in mehreren Millimeter grofen, tetragonalen Platten, 
- §@ die die Form stark abgestumpfter Bipyramiden zeigen (Taf. I, 

- Fig. 2). : 
gf Das Anhydrid ist in Wasser und Essigester schwer, in 
2 @ Chloroform sehr schwer ldéslich und unléslich in Ather, Petrol- 
ather und Benzol. Dagegen wird es von Alkohol und Aceton 

leicht aufgenommen. 

: Es liefert kein Kupfersalz. Die Reaktion gegen Lackmus 
> | ist neutral. 
F. | Die Reaktion nach Millon ist + 
Auf Carbonyl- 
Mit FeCl, . . 
» Ninhydrin 


MaBig rasch erhitzt, sintert die Substanz von 83° ab unter 
Wasserabgabe und schmilzt dann wieder schart bei 187% Bei 
275° beginnt die Zersetzung. 

Die analytische Untersuchung fiihrte zur Annahme eines 
Tyrosylprolinanhydrids mit 1 Mol Krystallwasser. 


67,870 mg Substanz verlieren bei 110° im Vak. tiber P,0, in etwa 
8 Stunden 4,650 mg H,O. 


42,500 mg Substanz bendtigen 3,22 ccm n/10-H,SO,-Lésung. 
5,860 mg »  liefern 12,600 mg CO, u. 8,070 mg H,O. 
Amino-N 0. 


Fir C,,H,,0,N, (Molgew. 260,21) 
Ber. 64,56, C 6,20°/, H 10,76 %/, N 
Gef. 64,11 6,41 10,61 
Fir C,,H,,0;N, t 1H,O (278,23) 
Ber. 6,92°/, H,O Gef. 6,85°/, H,O 


Samtliche Eigenschaften deuten somit auf die Anhydrid- 
struktur eines Dioxopiperazins. Gegen die bekannte EHin- 
lagerung des Prolins spricht aber auch hier das Verhalten bei 
der Tryptophanreaktion mit aldehydhaltiger Schwefelsiiure nach 
Komm und Béhringer. Diese Reaktion wird im Gegensatz 
zu dem Befund E. Abderhaldens uud E. Komms') bei 
Glycyl-prolinanhydrid von. obigem Anhydrid nicht beschleunigt. 


l++ 





1) Vgl. Zitate 1 und 2, S. 23. 
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Polarimetrische Untersuchung der alkoholischen Lisung 
des Anhydrids L. 


19,140 mg im abs. Alkohol gelést; Ges.- Gow. 0,7127 g; d¥°= 0,792 
1dm a'?° =— 2,189: [a]!7° = — 102,5° (+1,6°. 


_ Aufspaltung des Anhyarids I. 


1. Versuch. 0,23 g obigen Anhydrids wurden in 50 ccm 
n-Bariumhydroxydlésung etwa 60 Stunden bei 38° aufbewahrt. 
Aus der vom Barium mit Schwefelséure befreiten wiBrigen 
Liésung lieB sich erst nach vélligem Einengen (40°) ein farb- 
loses mikrokrystaliinisches und einheitliches Pulver gewinnen. 
Die Reaktionen mit Ninhydrin und Millonreagens fielen positiv 
aus, diejenige auf Carbonylgruppen war vollig seta und die 
gegen Lackmus neutral. 

Das Verhalten im Schmelzréhrchen ist ein anderes als das 
des Caseinproduktes. Bei miBig raschem Erhitzen sintert das 
 Regenerat“, als Produkt II bezeichnet, gegen 120°, ist bei 
127° eine schaumige Flissigkeit, die gegen 180° wieder 
krystallinisch erstarrt, um dann bei 206° von neuem zu 
. schmelzen unter schwacher Braunfairbung. 

5,860 mg 3 Wochen iiber H,SO, aufbewahrte Substanz lieferten 
0,47 cem N bei 747 mm und 14°, entsprechend 9,37 °/, N 

88,800 mg derselben Substanz verlieren bei 110° im Vakuum tiber 
P,0, 3,980 mg H,O; 11,80 °%,. 

Das wasserfreie Produkt ist Ninliydrinh- pega und zeigt 
ausgesprochene Carbonyl- und Millonreaktion. Es sintert gegen 
190° und schmilzt bei 205°, aus heiBem Wasser umkrystalli- 
siert erhielten wir Nadelchen, die zwischen 226° und 228° 
schmolzen. Wiahrend das nicht getrocknete Produkt fast ge- 
schmacklos ist wie das Produkt I, weist das entwasserte wieder 
bitteren Geschmack auf gleich dem ,,Anhydrid I“. Jedoch ist 
es in Wasser viel schwerer (etwa 0,5°/,) léslich. Auch in 
organischen Lisungsmitteln verhalt es sich Shnlich. Aus abso- 
lutem Alkohol krystallisiert es in feinen, zu kugligen Aggre- 
gaten gefiigten, farblosen Nadelchen. _ | 

Diese Befunde weisen auf eine Verbindung aus Prolin 
und Tyrosin mit 1 Mol. Wasser hin. 
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Fir ©,,H,,0,N, + H,O (Molgew. 296,25). 
Ber. 9,45% N 12,16 °/, H,O (Anhydrid). 


Am interessantesten war jedoch der polarimetrische Be- 
fund beim Anhydrid II: 

7,210 mg Substanz gaben in absolutem Alkohol zu 0,6253 g gelést: 
d7° = 0,782. 
1dm at?’ = + 0,605°; [a]'?° = + 67,1° (+1,8°). 

2. Versuch. 0,7 g vom ,,Anhydrid I“ in gleicher Weise, 
jedoch nur 48 Stunden der Alkaliwirkung unterworfen, lieferten 
0,78 g eines sehr leicht léslichen Produktes. Diesmal gelang 
es, makroskopische Krystalle zu beobachten unter gleichzeitiger 
Feststellung der Polymorphie. Obige Menge war in 5 ccm 
H,O noch in Liésung. Bei weiterem EKinengen im Vakuum 
iiber H,SO, bei Zimmertemperatur erschienen an der Ober- 
fliche plétzlich sternférmige Aggregate farbloser bis 5 mm 
lange, platte Nadeln. Nach dem Erschiittern des GefaiBes an 
der Luft sanken sie zu Boden und lésten sich auf, jedoch 
schieden sich dafiir derbe Krystalle mit pyramidalen Flachen 
von etwa 2 mm gréfter Kantenlinge aus. Diese verwandelten 
sich aber zusehends in noch kirzerer Zeit in makroskopisch 
weiBe Flocken, die sich unter dem Mikroskop als kugelige 
Gruppierungen von gedrungenen Nadelchen erwiesen, Offen- 
sichtlich liegen hier verschiedene Hydrate vor. Die letzte be- 
stindige Form zeigte in ihrem Verhalten beim Erhitzen und 
bei der Analyse dieselben Ergebnisse, wie das unter 1. be- 
schriebene Produkt. | 

Interessant war wieder der optische Befund. 


0,1233 g Substanz gaben in Wasser 2u 9,9650 g Ges.-Gew. gelést: 
d?°° == 0.9965. 


1dm of = + 1,71° (40,019, [a]po°= + 141,9° (+ 0,8. 


Eine wiederholte') Untersuchung des urspriinglichen Pro- 


duktes I ergab: 
| [o}g*?me — 22,75° (+ 0,79. 





1) Friiher zu — 23,84° gef., Diese Zs. Bd. 188, 8. 118 (1924) jedoch 
umgerechnet, da dort die Daten auf wasserfreie Substanz berechnet. 
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90,16 mg Substanz gaben in Wasser zu 10,035 g Ges.-Gew. gelést: 
d*4° = 1,001. 

| 1 dm o}!° = — 0,205°. 

Da es sich bei dem tiber das Anhydrid gewonnenen 
Produkt II nach diesem bedeutenden zahlenmaBigen Abstand 
um einen optischen Antipoden nicht handeln kann, anderer- 
seits aber ein Isomeres vorliegt, lag die Vermutung nahe, daf 
das Dioxopiperazin an der Stelle des tertidren N aufgesprengt 
worden ist. Der Amino-N-Gehalt miBte demnach 0 sein. Dem 
widersprechen folgende Bestimmungen: 


13,200 g Substanz lieferten nach van Slyke in 5 Min. 0,70 ccm N 
(748 mm, 22°); 8,04 °/, NH,-N. | 
26,660 mg Substanz desgl., aber 8 Min. gesch., 1,96 ccm N (748 mm, 
22°); 4,18°/, NH,-N. 
81,8 mg Substanz verbrauchen nach Sérensen 3,6 cem n/10-NaOQH- 
Lésung; 6,06 °/, NH,-N. 
Ber. 4,7°/, NH,-N. 


Der Mehrbefund an Aminostickstoff bei der Titration nach 
Sérensen ist auf die Tyrosinkomponente zuriickzufihren. Die 
iiber eine langere Zeit ausgedehnte van Slyke-Bestimmung 
liefert jedoch einen annahernd richtigen Wert, der bei der 
Durchfiithrung in vielleicht 10 Minuten den theoretischen er- 
reicht haben diirfte. Nach dem, positiven Titrationsergebnis 
nach Sérensen ist andererseits an eine sekundire Freilegung 
der Aminogruppe, die somit zweifellos nachgewiesen ist, nicht 
zu denken. Zur weiteren Klirung unterwarfen wir das Pro- 
dukt II der Kinwirkung von Diazomethan in der weiter unten beim 
urspriinglichen Produkt I geschilderten Weise. Das aus 0,11 ¢ 
erhaltene Reaktionsprodukt zeigte weniger gute Kigenschaften 
als das damit zu vergleichende Monomethoxytetramethylimid- 
derivat des Produktes I.1) Durch wiederholte Umfiallung er- 
zielten wir schlieBlich doch einen krystallinischen Kérper, der 
im Vakuum bei 105° tiber P,O, getrocknet, gegen 160° zu 
sintern begann und bei 178° unter Zersetzung geschmolzen 


war. Er ist sehr hygroskopisch. 
2,770 mg Substanz lieferten nach Zeisel 1,065 mg AgJ und nach 

Herzig-Meyer 7,385 mg AgJ. 

Das entspricht: | 

1,87, CH,O und 17,04°, CH,(N). 
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Das analoge Derivat weist auf): 
: 7,80, CH,O und 17,45°/, CH,(N). 


Dieser Vergleich widerspricht also scheinbar einer nach 
den optischen Beobachtungen vermuteten tieferen Konstitutions- 
veranderung. | 

Von gréBter Bedeutung ist der Befund, daB das Produkt IT 
den Kintritt des maximalen Ausfalls der Tryptophan-Aldehyd- 
reaktion entgegen den oben angefiihrten Beobachtungen?) beim 
urspriinglichen Produkt und seinem Anhydrid beschleunigt. 
Dieser Befund deckt sich mit den tiber das Verhalten von 
prolinhaltigen Kiwei8spaltprodukten*) bisher beobachteten Er- 
gebnissen. 


Fermentversuche. 


I. 1g des Produktes I wurde in 0,1°/,iger Natrium- 
carbonatlésung zu 1°/, gelést und der Kinwirkung von Trypsin 
— Zusatz von 4 ccm einer auf ihre Wirksamkeit gepriiften 
Glycerinlésung des Fermentes — bei 38—40° 31 Tage iiber- 
lassen. Das Verdauungsgemisch war mit Toluol iiberschichtet 
worden. | 

Bei der Aufarbeitung der klaren Lésung durch Neutrali- 
sieren und langsames EKinengen im Vakuum bei gewdhnlicher 
Temperatur lieBen sich 0,87 g der unveriinderten Ausgangs- 
substanz vom Schmelzp. 146° zuriickgewinnen. Den Rest halt 
die Mutterlauge in Lésung. 

Ein fermentativer Eingriff erfolgte also nicht. 

Il. 1g des Produktes I wurde in 100 cem 0,2 °/,iger 
Salzsiure gelést und 0,1 g eines auf seine Aktivitit gepriiften 
Pepsinpriparates (Pepsin. pur. ,,Griibler“) zugefiigt. Lésung a). 

Lésung b) Kontrolle: 0,1 g Produkt I in 10 cem 0,2 °/,iger HCl, 

a @ % 0,1 g Fermentpriparat in 100cem 0,2°/, iger HCl. 

Jede Lésung wurde mit Toluol iiberschichtet und bei 
35—40° gehalten. 





1) Vgl. S. 33. 
*) Vgl. 8. 28. 
8) Vgl. S. 28, Zitate 1 und 2. 
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Polarimetrische Befunde. 




























26./X1. | 26/X1. | 26./x1. | 27,/xr. | 28.,/x1. | 30./x1. 
Lisung : gh qb gh gh gh gh 
a —0,300 | —0,300 | —0,800° | —0,290 | —0,800 | —0,290 
b —0,200 | —0,210 | —0,220 | —0,220 | —0,220 | —0,280 
c. —0,070 | —0,075 | —0,075 | —0,070 | —0,080 | —0,060 
Temp. 39° 39° 35° 85° 85° 39° 




















Nach diesen Ergebnissen steht die Stabilitat des Kérpers 
auch gegeniiber Pepsin auBer Zweifel. 

Wir entfernten die Salzsiure mit Silbersulfat und Baryt 
in der iiblichen Weise. Das Filtrat wurde mit wenig Tierkohle 
kurz aufgekocht und gelangte, davon abgetrennt, im Vakuum 
iiber konzentrierter Schwefelsiure langsam zur Trockene, In 
zwei Portionen fielen dabei die gut charakterisierten Krystalle 
des Versuchsmaterials unverindert vom Schmelzp. 146—147° 
aus, Gesamtgewicht von 0,82 g. 


Erschépfende Methylierung des Produktes I. 


Zunachst lieBen wir Diazomethan auf die in Ather in 
fein verteilter Form suspendierte Verbindung I in groBem 
UberschuB etwa 86 Stunden einwirken. Die N-Entwicklung 
war sehr minimal, und schlieBlich lieB sich aus dem abfiltrierten 
Ather nur sehr wenig eines dligen Produktes gewinnen, wahrend 
etwa 94°/, des Ausgangsmaterials im Riickstand wieder an- 
getrofien werden konnten. 

Wir wihlten deshalb die Methode der Methylierung in 
Gegenwart von Wasser’), die uns zum Ziele fihrte. 

0,6 g des krystallwasserhaltigen Produktes I wurden fein 
gepulvert und in 70 ccm Ather mit 6 ccm Wasserzusatz suspen- 
diert. Hierauf wurden bei Zimmertemperatur etwa 0,6 g Di- 
azomethan in 4 Portionen zugefiigt, das sind etwa 8 Mol. Die 
anfangs sehr lebhafte N-Entwicklung ging nach etwa 9 stiindiger 
Behandlung fast ganz zuriick. Bereits nach 2stiindiger Hin- 





1) Vgl. hierzu H. Biltz u. H. Paetzold, Chem. Ber. Bd. 55, S. 1066 
(1922). 
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wirkung war die feste Phase verschwunden. Unter der Ather- 
schicht befand sich eine klare Lisung. Wéahrend die erstere 
beim Aufarbeiten nur wenig gelbliches Ol hinterlieB, wurde 
die Hauptmenge des Reaktionsproduktes aus der wiBrigen 
Loésung erhalten. Der bei 40° im Vakuum gewonnene krystalli- 
nische Riickstand schied sich aus einer Methylalkohol—Kssig- 
esterlésung in farblosen langen SpieBen ab, die sternférmig 
gruppiert waren und beim Beriihren in ein Haufwerk kleiner 
Nadeln zerfielen. Nach nochmaligem Umkrystallisieren aus 
absolutem Alkohol (Athyl-) mit Atherzusatz resultierten schéne 
farblose Nadeln, die sich ohne vorhergehendes Schmelzen 
zwischen 198 und 199° unter Aufschiumen zersetzen. Sie 
sind in Wasser sehr leicht, in Alkohol und Aceton leicht, in 
Essigester und Chloroform schwer und in Ather nicht ldslich. 
Die waiBrige Lésung reagiert gegen Lackmus neutral, zeigt 
nach kurzem Aufkochen: Millonreaktion +, Ninhydrinreaktion — , 
die Reaktion auf Carbonyl —; mit Pikrinsiiure bildet sich 
ein hellgelber Niederschlag, mit KBiJ, in schwefelsaurer Lisung 
erfolgt Fallung. 

Im Vakuum, bei 105° iiber P,O, verliert die Substanz 
nach vorherigem 3 tiagigen Verweilen im Vakuum iiber H,SO, 
noch 12,91°/, an Gewicht. Sie schmilzt dann zwischen 178 
bis 180° und zersetzt sich bei 182°. 


26,435mg..... . 3,410 mg Gewichtsverlust 


21,075 mg Substanz, nach 38 tiigigem Verweilen im Vak. iiber H,SO,, 
benétigen 1,11 ccm n/10-H,SO,-Lésung. 


8,510 mg Substanz liefern nach Zeisel 4,250 mg AgJ. 


4,250 mg . a a. . 4,200 mg AgJ. 
3,510 mg ” 9 » Herzig-Meyer 8,965 mg AgJ. 
4,250 mg “ * ¥ oe 10,740 mg AgJ. 


Fir die Annahme der folgenden hypothetischen Struktur 
—oT 


ae 
CH,0/ You, . CH—CO 
we 


(CH,), 3 N N < CH, 


| 
—CO— CH ? CH, ® CH, _ CH,OCH, 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CLIII. 3 
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Also C,)H;,0,N, (Molgew. 380,28): 2 CH,O- u. 4 CH,(N)-Gruppen. 
Ber. 7,36°, N 16,31 °/, CH,O 15,79 °/, CH,(N). 
Gef. 7,38 12,68 16,38 
ae > 18,06 16,15 
Fiir C,.H,,0,N, + 1H,O + 1CH,OH (vgl. getr. Produkt), 
Molgew. 398,26. 
Ber. 7,03°, N 15,58 °/, CH,O _—15,08 °/, CH, (N). 
Die Substanz war bel 105° im Vak. iiber P,O; gewichtskonstant: 
50,350 mg Substanz bendtigten 2,88 cem n/10-H,SO,-Lésung. 
4,740 mg »  liefern nach Zeisel 2,750 mg AgJ, nach 
Herzig-Meyer 13,300 mg AgJ. 
4,380 mg Substanz liefern nach Zeisel 2,555 mg AgJ, nach — 
Herzig-Meyer 11,82 mg AgJ. \4 
Fiir C,,H,,0,N, (Molgew. 348,23): 1 CH,O- und 4 CH,(N)-Gruppen: 
Ber. 8,04°/, N 8,90 °/, CH,O 17,26 */, CH,(N) 3 
Gef. 8,01 7,66 17,94 h 
oe 7,80 17,45 
Fiir C,,H..0,N, (Molgew. 334,23): 1 CH,O- und 3 CH,(N)-Gruppen: 
Ber. 8,38 °%/, N 9,28 °/, CH,O 13,46 °/, CH,(N). 











CHOC CH, . CH—CO 
— a 
(CHiN N——CH, 
o——-C0---—.iG bu, 


Hy 


0,12 g des methylierten Produktes wurden 6 Stunden mit 
38°/,iger Natronlauge gekocht und die flichtigen Spaltstiicke 
in vorgelegte Pikrolonsaurelésung geleitet. Es war Trimethy]l- 
amin zu etwa 70°/, der Theorie abgespalten worden. Aus 
der vorgelegten Liésung isolierten wir das Pikronolat dieser 
Base vom bekannten Zersetzungsp. 250° 

0,3 g desselben Kérpers unterwarfen wir der 18stiindigen 
Hydrolyse mit 25°/,iger Schwefelsiure, Aus dem von anorga- 
nischen Bestandteilen befreiten Hydrolysat konnten wir jedoch 
nahezu 50°/, unveraindertes Methylprodukt zuriickgewinnen. 
Befremdend ist dieser Befund um so mehr, als die Methyl- 
gruppe am aromatischen Hydroxyl durch Millonreagenz relativ 
leicht abgespalten wird. Zum Vergleich behandelten wir auch 
das weiter unten beschriebene methylierte Anhydrid des Pro- 
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duktes I in gleicher Weise. Auch hierbei wurden 30°/, der 
Ausgangssubstanz unverandert zuriickerhalten. Wahrend die 
Aufarbeitung des verinderten Hydrolysenanteils in diesem Falle 
zu aquimolekularen Mengen Tyrosin und Prolin in 65°/, iger 
Ausbeute fihrte, gelang es nicht, aus dem entsprechenden 
Anteil des ersten Hydrolysates charakterisierbare Spaltprodukte 


zu isolieren. 


Erschépfende Methylierung des anhydrisierten Produktes I. 


1 g der urspriinglichen Substanz I wurde etwa 6 Stunden 
bei 120° im Paraffinbad bis zur Gewichtskonstanz belassen. 
Die blasig erstarrte Masse krystallisierte aus Methylalkohol 
unter Zuhilfenahme von Ather und wenig Benzol in farblosen 
rechteckigen Blattchen, die bei 186° scharf schmelzen. (Vgl. 
das Verhalten des aus H,O gewonnenen Anhydrids!)") 

Eine Trockenbestimmung ergab auch hier die Anwesenheit 
von Krystallmethylalkohol. . 

0,1024 g Substanz verl. i. Vak. bei 105° in 3 Stunden 19,280 mg 
Gewicht. 

Fir 2CH,0H pro Mol. Ber. 20,90 °%/, Gef. 18,84 °/, 


Die Substanz war vor der Vakuumtrocknung tiber Nacht 
im H,SO,-Vakuumexsiccator und diirfte dort die fehlenden 
1,9°/, schon verloren haben. 

Die krystallinische Substanz wurde wie das urspriingliche 
Produkt I in waiBrigem Ather suspendiert einem groBen Uber- 
schuB von Diazomethan 10 Stunden iiberlassen, wonach nur 
noch geringe N-Entwicklung zu beobachten war. Es fand voll- 
stindige Lésung statt. 

Sowohl aus der wiBrigen als auch aus der Atherischen 
Schicht konnte in fast quantitativer Ausbeute ein aug Alkohol 
mit Atherzusatz in glinzenden farblosen Blattchen krystalli- 
sierender Kérper gewonnen werden, der zwischen 156 und 157° 
zur hellgelben Fliissigkeit schmilzt. 

Er ist in Alkohol sehr leicht, in Wasser gut, in Ather 
und Essigester schwer léslich. 





1) Siche §. 27. 
3 x 
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Die Reaktion mit Ninhydrin ist. . —;. 
nach Millon in Kiirze. . ... +; 
auf Carbonyl- ... . <3 ks 
gegen Lackmus ist die Farbung seurtial.” Mit FeCl, erwiirmt tiefrot- 
braune Fiarbung. 
3,110 mg getr. Substanz liefern nach Zeisel...... 3,410 mg AgJ. 
» » Herzig-Meyer 0,500,, ,, . 
Fiir ein Monomethoxy-tyrosy]l-prolinanhydrid: 
C,;H,,0,N,, Molgew. 274,25 
Ber. 11,81°% CH,O 0,0 %, CH,N) 10,21 °/, N 
Gef. 10,96 0,78 10,238 
Auch dieses Methylierungsergebnis deutet nach den im 
hiesigen Institut gemachten Erfahrungen mit bekannten Diketo- 
piperazinen auf die Struktur eines solchen bei aus dem noch 
nicht aufgeklarten Produkt I hervorgehenden Anhydridkérper I. 
Zur Sicherung der beiden Methylierungsergebnisse wurde 
das unverinderte Produkt I der Methoxyl- und der Methyl- 
imidbestimmung unterzogen: 
9,950 mg kryst. Substanz liefern nach Zeisel 0,500 mg AgJ; 
0,66 °/, CH,O. 
18,555 mg kryst. Substanz liefern nach Herzig-Meyer 2,980 mg 
AgJ; 1,40, CH,(N). 
Dieser Befund entspricht den mit Aminosiuren schon 
friiher gemachten Beobachtungen. : 


Methylierung von d,1l-Leucyl-glycin. 

Um ein Vergleichsmodell zum erst erhaltenen Mono- 
methoxy-tetramethylamidprodukt studieren zu kénnen, wurde 
dieses bekannte Dipeptid der erschépfenden Methylierung in 
der obigen Art unterworfen. Der ProzeB verlief in der be- 
kannten Weise. | 

Aus der wi&Brigen Reaktionsschicht wurde ein krystalli- 
nisches Produkt isoliert, das nach einmaligem Umlésen aus 
absolutem Alkohol unter Atherzusatz in weiSen Blattchen 
schon rein erhalten werden konnte. Es braunt sich bei maBig 
raschem Erhitzen im Schmelzrdhrchen gegen 190°, ist bei 
225° intensiv braun und schmilzt bei 237°; zerzetzt sich 
gegen 262° unter Schiumen. Die Léslichkeitsverhiltnisse ent- 
sprechen denen des methylierten Produktes I. 














GS TUE a naaees VRE ERE 1 SPOS ab GaP EE CTTT = aces _— . . 
a i, Sy et PEN Ho Hay oad fee eee SERRE ee Le apa RRe Ome tres SORE RN en NOT ANS re Se EME Ce eT ee Lae ee re A ee TL a ee TE ae Ratt Se eee " - 
abess= : Ere e spo eee oat Se : is 































Die Struktur des Caseinspaltproduktes C,,H,,N,0,. 


Die Reaktion mit Ninhydrin ist. . —; 
Ont CCRONEY OE ke ek ey 
gegen Lackmus. . . - » . neutral: 


mit KBiJ, in H,S0,-Lisung duakelirenns Fillung. 


Dieses betainartige Verhalten wurde weiter bestitigt durch 
Destillation mit Alkali. Im Filtrat konnte Trimethylamin als 
Pikronolat vom Schmelzp. 248° (250°) nachgewiesen werden. 

Bemerkenswert ist noch, daB der Kérper 1 Mol Krystall- 
wasser beibehielt, trotzdem er mehrmals aus absolutem Alkohol 
umkrystallisiert wurde. Dies deutet auf eine bipolare Struktur 
des Dipeptids unter Mitwirkung eines Wassermolekiils in kon- 
stitutioneller Beteiligung. Dieses Wasser konnte im Vakuum 
bei 110° tiber P,O, in 4 Stunden entfernt werden. 


53,945 mg tiber H,SO, getr. Substanz verloren dabei 6,250 mg H,0. 
39,585 mg der gleichen Substanz bendtigen 2,94 cem n/10-H,SO,-Lsg. 
6,385 mg ,, a me liefern nach Herzig-Meyer 
16,585 mg AgJ. 
Nach Zeisel unbedeutende Menge. 
Fir Trimethyl-leucyl-glycin + 1H,O, Molgew. 248,20: 
Ber. 11,03°%, N  18,75°/, CH,(N) _—«7,25°/, HO 
Gef. 10,96 16,55 7,12 


Diesen Beobachtungen wiirden folgende Konstitutionsbilder 
am besten entsprechen: 


Fg >CH - CH, - peas co tis >CH CH, Ck... 60 

$ 3 

OH (CH) IN es ; (CH,),iN NH 
+ ? 

H besa -0-CO—CH, : CO—CH, 


Derivate des Caseinproduktes I. 


a) Leucinderivat des Produktes I. 

1g der lufttrocknen Substanz wurde nach Schotten- 
Baumann mit a-Bromisocapronyl-chlorid bei sehr guter 
Kiithlung gekuppelt. Im ganzen kamen 2,5 Mol Alkali zur 
Anwendung, die nach Beendigung — etwa 1 Stunde — mit 
der Aaquivalenten Menge 5n-Salzsaure neutralisiert wurden. Da 
auch nach lingerem Stehen auf Eis aus der sauren Liésung 
keine Abscheidung erfolgte, figten wir ein weiteres Mol HCl 
hinzu. Nachdem auch dann die Lisung so gut wie klar blieb, 
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schiittelten wir viermal mit Ather aus. Aus diesem Extrakt 
konnte jedoch nur Bromcapronsiure gewonnen werden und 
zwar etwa 20°/, der gesamten berechneten Menge. Der in 
Petrolather unlésliche Anteil stellte nur sehr geringe Mengen 
eines weiBen, iuBerst hygroskopischen Kérpers dar. Aus der 
vom Ather abgetrennten wiBrigen Schicht konnten wir nach 
Entfernung des Neutralsalzes und der iiberschiissigen Saure 
(Destillation im Vakuum) durch Behandlung mit Alkohol und 
Aceton ein fast einheitliches farbloses Produkt in Lamellen 
gewinnen, das bei 71° sintert und sich gegen 102° unter 
Schiumen zersetzt. 

Nach einer anna’hernden Bestimmung wurden etwa 70°/, 
ionisiertes Halogen festgestellt. Da das Kuppelungsprodukt, 
wie oben erwahnt, mit Ather aus der waBrigen Lésung nicht 
extrahierbar ist, muB es sonach schwach basische EKigenschaften 
besitzen. Die Salzsiure wurde nun in der iiblichen Weise 
mit AgSO, und Ba(OH), entfernt. Aus Aceton konnten wir 
nach vergeblichen Krystallisierungsversuchen mit anderen 
Solventien den freien Bromkérper nur in Lamellen gewinnen, 
deren Analyse jedoch befriedigende Resultate lieferte. Sein 
Verhalten im Schmelzréhrchen deutet wieder auf die schwache 
Basizitat. Er sintert wie das HCl-haltige Produkt bei 71° 
und zersetzt sich ebenfalls gegen 102°, besitzt aber noch 
einen zweiten charakteristischen Zersetzungspunkt bei 144°: 


9,100 mg Substanz gaben 0,485 cem N (755 mm, 16°); 6,25 °/, N. 


4,850 mg a » 2,025 mg AgBr; 17,77 °%, Br. 
Fiir C,,H,,0O,N,Br, Molgew. 455,26 
Ber. 6,15 °%, N 17,56 °/, Br 


Aminierung: Der Bromkérper wurde mit 25°/, iger, 
wibriger Ammoniaklésung 3 Tage bei 40° behandelt. Nach Ent- 
fernung des NH,Br mit Silbersulfat und Baryt und des itiber- 
schiissigen Ammoniaks erhielten wir durch wiederholte Um- 
krystallisation bzw. Umfallung und langsames EHinengen der 
H,O-Lésung einen farblosen Kérper in gut ausgebildeten tetra- 
gonalen hemiedrischen Krystallen (Abb. 3). Sie sintern bei 170° 
und schmelzen bei 217° zur gelben Fliissigkeit; gegen 300° 
destilliert ein braungelbes Ol von unangenehmen Geruch. In 
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Wasser sind sie sehr leicht, in Alkohol schwer léslich 
unldslich in Aceton, Ather, Essigester und Chloroform. 
Die Reaktion mit Ninhydrin ist nach ling. Kochen + 

» Millons Reagens .....+ 


» Dinitrobenzoesiure und Soda . — (kein cyel. Carbonyl) 
Die Biuretreaktion ist. ... . ape 


3,56 mg Substanz gaben in 0,75 ecm H0, Gesamtgewicht 0,753 g; 
d!7° = 1,003; 1 dm a!” = + 0,299; [a]? = + 63,0°. 
7,980 mg Substanz gaben 0,704 ecm N (755 mm, 15%); 10,45°/, N. 


Fiir C,,H,,0;N; + H,O, Molgew. 409,2 Ber. 10,30°/, N 


? 


b) Formylderivat. 

Das _ krystallinische Produkt I wurde dreimal mit der 
10fachen Menge wasserfreier Ameisensiure bei Siedetempe- 
ratur am RiickfluBkihler im ganzen etwa 6 Stunden behandelt. 
Die einzelnen Sadureportionen wurden jeweils im Vakuum ab- 
destilliert. Der zuletzt verbleibende Riickstand erfuhr eine 
Reinigung. durch wiederholtes Aufnehmen in absolutem Alkohol 
und Einengen im Vakuum, bis der Siuregeruch verschwunden 
war. Krystallinisch konnte er aus keinem Liésungsmittel ge- 
wonnen werden. Er ist in fast allen organischen Solventien 
leicht léslich, ausgenommen in Petrolither; spielend léslich in 
Wasser. Das laingere Zeit tiber H,SO, im Vakuum auf- 
bewahrte Produkt erstarrte zu Lamellen. Es sintert bereits bei 
45°, wird gegen 72° diinnfliissig, zersetzt sich bei 85° unter 
Schéiumen, erreicht bei 170° wieder einen hellgelben dimn- 
fliissigen Zuztand und zersetzt sich zum zweiten Mal gegen 285°. 


Es zeigt Ninhydrinreaktion erst nach Siurebehandlung + 
Millonreaktion. . . - + 
Reaktion mit Disitesbenacselinn iad Soda + 
“i » Pikrinsiure und Soda... . + 
po » FeCl, . ‘ _ 
Saure Reaktion: etwa 90°/, einer sauren « Cine 4 im Mol. 
gegen Phenolphthalein titrierbar. 
Der N-Bestimmung entsprechend handelt es sich um das 
Diformylderivat. 
9,18 mg Substanz benétigen 2,4 ccm n/10-NaOQH-Lésung. 
6,050 mg Substanz gaben 0,432 com N (752 mm, 18%); 8,27 °/, N 
Fir C,,H,,0O,N,, Molgew. 334,28 Ber. 8,38°, N 
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¢) Benzolsulfoderivat. 

Die Kuppelung des krystallwasserhaltigen Produktes I 
wurde bei Zimmertemperatur in waBriger Lésung mit 4 Mol 
Benzolsulfochlorid in Gegenwart von 7 Mol Natriumbicarbonat 
vorgenommen. Nach dem Zusatz von etwa */, der Chlorid- 
menge scheidet sich ein hellgelbes Ol ab, das sich zu Ende 
der 1'/, stiindigen Schiittelprozedur in ein milchiges Harz um- 
gewandelt hatte. Durch das nun folgende schwache Ansiuern 
vermehrte sich diese Ausscheidung nicht. Die N-freie waBrige 
Lésung wurde abgegossen, der Riickstand mehrmals mit Ather 
behandelt und aus verschiedenen Lésungsmitteln Krystallisations- 
versuche angestellt. SchlieBlich konnte das Kuppelungsprodukt 
aber nur in Lamellen aus Atheralkohol, jedoch einheitlicher 
Natur, gewonnen werden. 3 

Es ist in Alkohol und verdiinnten Alkalien sehr leicht, 
in Aceton, Essigester maBig, in Ather und Chloroform schwer 
und in Benzol und Wasser fast unldslich. Es sintert gegen 
72°, ist bei 105° diinnfliissig, zersetzt sich gegen 130° unter 
Gasentwicklung, dunkelt bei 220° und destilliert bei 270°. 


Die Millonreaktion zeigt das Produkt erst nach der Hydrolyse 

,, &xanthoproteinreaktion ist +- 

», Reaktion auf Carbonyl ist — 

= - gegen Lackmus ist schwach basisch 

5,820 mg Substanz gaben bei 60° im Vakuum iiber P,O, getrocknet 

0,258 eem N (750 mm. 21°). 
Fir C,,.H,,0,N,8,, Molgew. 558,43 Ber. 5,02°/, N 
Gef. 5,09 
Es liegt also ein zweifach acyliertes Produkt, das Di- 


benzolsulfoderivat vor. 


Salze des Caseinproduktes I. 


Silbersalz. Die waBrige Lésung des Produktes I wurde 
mit ammoniakalischer aquival. Silbernitratlésung versetzt und 
unter LichtausschluB langsam eingeengt. Farblose, gut aus- 
gebildete, lingliche Blattchen, tetrag. Pyramiden, abgestumpft 
(Fig. 4). Sie zersetzen sich bei 202° zu einer tiefbraunen 
Fliissigkeit, zeigen Millonreaktion. Die klaren Krystalle triiben 
sich nach langerem Liegen an der Luft, rascher tiber H,SO,. 
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10,450 mg Substanz gaben 3,785 mg AgCl, 26,90°/, Ag. 
71,340 mg Substanz verlieren 3,250 mg, 80° i. Vak., 4,55°/, H,O. 


Fir C,,H,,O,N,Ag + H,O, Molgew. 403,11 
Ber. 26,76°/, Ag 4,47°/, H,O 

-Chlorhydrat. Nach langsamem Einengen der mit der 
iquivalenten Menge HCl versetzten Lésung des Produktes I 
konnten nur mikroskopische, farblose Nadelchen erhalten werden. 
Uber H,SO, im Vakuum bis zur Gewichtskonstanz getrocknet, 
sinterten sie bei 95°, schmolzen vdllig gegen 115° und zer- 
setzten sich bei 150° unter Gusentwicklung. 


80,950 mg Substanz verlieren 4,290 mg, 80° im Vakuum P,O,; 
5,30, H,0. 

15,600 mg Substanz H,O-frei 6,430 mg AgCl; 11,029), Cl. 

Fir C,,H,,0,N,Cl + H,O, Molgew. 332,71 5,41°/, H,O 

wy OH, 0,N, Cl, » - 814,70 11,27, Cl 

Kupfersalz. Kocht man die wiBrige Lésung des Pro- 
duktes I mit frisch gefailltem Kupferoxyd oder mit fein ge- 
pulvertem Kupfercarbonat, so erhalt man eine olivgriine Lé- 
sung. Aus derselben konnten wir jedoch weder ein krystalli- 
siertes, noch sonst ein einheitliches Produkt gewinnen. Im 
besten Falle enthielt das Gemisch 5,73°/, Cu. 

Aus diesem Grunde wihlten wir folgenden Weg zur Be- 
reitung des gewiinschten Salzes. Die 2°/,ige Lésung unseres 
Produktes in Wasser versetzten wir mit der aquivalenten Menge 
Kupfersulfat in 1°/,iger Lésung und entfernten das Sulfation 
durch Ausfaillen mit der genau entsprechenden Menge n/10- 
Bariumhydroxydlésung. Diese Reaktionen wurden bei ge- 
wohnlicher Temperatur vorgenommen. Ks fiel lediglich Barium- 
sulfat. Die Farbe wechselte bereits nach Zufiigen von etwa 
85°/, der Barytlésung; vom blauen in griinen Ton. Das 
Filtrat war blaustichig tiefgriin. Durch Behandlung im Vakuum 
bei 35° erhielten wir sattgriine Lamellen. Auch aus der mit 
Alkohol versetzten Lésung konnte nur derselbe amorphe Zu- 
stand erzielt werden. Das zih festgehaltene Liésungsmittel 
(Wasser) lie sich erst nach 8 stiindigem Trocknen im Vakuum 
bei 80° tiber P,O, véllig entfernen. in charakteristischer 
Schmelz- oder Zersetzungspunkt wurde nicht aufgefunden. 
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30,420 mg Substanz gaben 80° gew.-konst. 4,040 mg CuO; 10,61°/, Cu. 

Fiir C,,H,,0,N,Cu Molgew. 618,01 Ber. 10,28°/, Cu 

Erhéht man die Trocknungstemperatur auf 130°, so ver- 

liert der Kérper unter allmahlicher Braunrotfarbung 2 Mol 
Wasser. | 


135,6 mg Substanz gaben (9 Stdn. 180° im Vak., P,O,) 7,82 mg H,O; 
5,77°/, H,O. 
Fir 2H,O Ber. 5,88°/, H,O 


93,880 mg dieser Substanz gaben 13,105 mg CuO; 11,15°/, Cu. 
Fiir C,,H;,0,N,Cu Ber. 10,92 °/, Cu 


Synthetische Versuche. 


Nach dem Verhalten und den analytischen Befunden des 
Produktes I, seiner Salze und seiner Derivate lieBen sich 
Schliisse ziehen, die auf Tyrosyl-prolin oder eine séureamid- 
artige Verbindung zwischen Tyrosin und einer der méglichen 
Vorstufen des Prolins als fiir die fragliche Struktur in engere 
Wahl kommend hinwiesen. 

I. Der Aufbau eines Tyrosyl-prolins bietet schon rein 
theoretisch Schwierigkeiten gegeniiber den vielgeiibten Poly- 
peptidsynthesen mit Hilfe von aw-Halogenfettsiurehalogeniden. 
Nach der von E. Fischer’) bei manchen Aufbauarbeiten er- 
folgreichen Methode der Ester—Aminosaurechloridkupplung in 
organischem Liésungsmittel waren 3 Méglichkeiten fiir die Her- 
stellung der genannten Verbindung gegeben. 

1. Kupplung des N-Formy]-O-carbomethoxy-tyrosylchlorids 
mit einem Ester des Prolins; 

2. Kupplung des Prolinchlorid-chlorhydrats mit einem 
Q-geschiitzten Tyrosinester, Bildung des Dioxopiperazins und 
Aufspaltung an der mutmaBlich schwicheren Bindung Prolin- 
carboxyl-tyrosinamino-N; 

8. indirekter Weg: Darstellung des Dioxopiperazins in 
Hinsicht darauf, daB das Anhydrid I wahrscheinlich eine solche 





: ) Vgl. E. Fischer u. H.Suzuki, Chem. Ber. Bd. 37, 8. 2842 
(1904); E. Abderhalden u. M. Guggenheim, Diese Zs. Bd. 54, S. 331 
(1908); E. Fischer u. G. Reif, Ann. d. Chem. u. Pharm. Bd. 363, S. 118 
(1908). 
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Struktur besitzt. Nur bleibt dabei zu bedenken, daB bei der 
Anhydridbildung eine sekundire Entstehung der Prolinkompo- 
nente aus einer Vorstufe nebenhergehen kann und somit die Iden- 
titit beider Anhydride eventuell nur beschrinkte Bedeutung hat. 

II. Fiir den zweiten Hauptfall haben wir zunichst die Be- 


 teiligung der e-Amino-d-oxy-n-valeriansaure als Vorstufe 
des Prolins in Versuch genommen. Da die Ester—Aminosiure- 


chloridkupplung auf experimentelle Schwierigkeiten stieB, stellten 
wir zunachst als Vorstudie Leucyl-(N)-oxyaminovalerian- 
siure dar. 


I. Synthese einer Tyrosyl-prolinverbindung. 


1. Bei der Durchfihrung des oben unter 1. genannten Ver- 
fahrens muBten wir die Feststellung machen, daB der Imino- 
ester, es war 1-Prolinmethylester und 1-N-Formyl-O-carbo- 
methoxytyrosylchlorid verwendet worden, unter diesen Be- 
dingungen nicht kuppelte: er wurde zu fast 90°/, seiner Menge 
zuriickgewonnen. 

2. Uniibersichtlich blieb bis jetzt der Verlauf der Kupp- 
lung von Prolylchlorid-chlorhydrat mit Tyrosinathylester. Es 
wurden in vdlliger Anlehnung an die E. Fischerschen Vor- 
schriften1) 2 Versuche durchgefihrt. 

a) Einmal gingen wir von synthetischem Prolin und race- 
mischem Tyrosin aus. Da E. Fischer die aromatische Hydr- 
oxylgruppe bei analogen Synthesen nicht geschiitzt hat, und 
wir in einem Vorversuch feststellen konnten, daB bei der Ein- 
wirkung von einem Mol Benzoylchlorid auf 2 Mol Tyrosinester 
in Chloroform bei etwa —10° annahernd 90°/, N-Benzoyl- 
tyrosinithylester (Schmelzpunkt 127—128°) gebildet werden, 


brachten wir in beiden Fallen ebenfalls den ungeschiitzten 


Ester zur Reaktion. Das Ergebnis des ersten Versuchs war 
lediglich eine minimale Ausbeute an einem Produkt won der 
Zusammensetzung einer Prolyltyrosin-natriumchlorid-Neutral- 
salzverbindung, die zu einer weiteren Umwandlung nicht mehr 
ausreichte. Sie dunkelte im Schmelzréhrchen gegen 210°, 
begann bei 225° zu sintern und war bei 250° geschmolzen. 


) Vgl. Zitat 8. 42. 
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Millon- und Ninhydrinreaktion verliefen positiv. Die Carbonyl- : 


farbreaktionen waren negativ. 


4,485 mg Substanz iiber H,SO, getr. lieferten 8,220 mg CO, u. 
2,040 mg H,O, es verblieben 0,785 mg Asche, als NaCl identifiziert. 

5,350 mg Substanz lieferten 0,42 cém N (21°, 750 mm). Aschefrei 
ber. Einwage. 


Fir C,,H,,0,N, (+ NaCl) Molgew. 278,23 
Ber. 60,40°/, C 6,52°/, H 10,17, N NaCl 17,86 °, 
Gef. 60,59 ,, 6,17 ,, 10,80 ,, am Asche = NaCl 17,51 

b) Beim zweiten Versuch verwendeten wir 1-Prolylchlorid- 
chlorhydrat und 1-Tyrosinithylester. Trotz sorgfiltigster Auf- 
teilung und Fraktionierung konnten wir aus dem Reaktions- 
gemisch nur Tyrosinester, Prolylchloridchlorhydrat 
(nicht in Reaktion getreten zu etwa 40°/,), sowie Tyrosinester- 
chlorhydrat, Tyrosinamid und Tyrosin selbst gewinnen. 
Da letzteres immer wieder auch aus wiederholten Fraktionen 
erhalten wurde, neigen wir zu der Annahme, daB es in der 
Lésung nicht vorgebildet war, sondern aus einer Phenolester- 
verbindung des Prolins von geringer Stabilitit hervorging. 
Hinige Fraktionen von wenig schénen Higenschaften und ge- 
ringer Menge stehen noch in Untersuchung. 

8. Der dritte Weg hat uns endlich zu einem gewissen 
Ziele gefiihrt. Auf Grund eines Vorversuches mit Prolinester, 
wobei Prolinanhydrid erhalten worden war’), nahmen wir 
zunichst kleine aquivalente Mengen von d,1-Prolinathylester 
und d,l-Tyrosinaéthylester in Versuch. Zur Beschleunigung der 
Anhydridbildung hielten wir das Gemisch einige Stunden bei 
130—140° im Olbad. Nach 8 Stunden waren etwa 70°, des 
berechneten Gewichtsverlustes festzustellen. Durch geeignete Be- 
handlung des Reaktionsproduktes mit Essigester, absol. Alkohol 
und Ather konnten wir neben Tyrosinanhydrid (in der Haupt- 
sache) und wenig freiem Tyrosin zu annihernd 9°/, der Theorie 
ein Produkt fassen, das seinen Kigenschaften und seiner Zu- 
sammensetzung nach Prolintyrosinanhydrid in Dioxopiperazin- 
struktur darstellt. 

Es wurde aus heiBem Wasser in winzigen rautenférmigen 





1) Diese Zs. im Erscheinen. 
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Blittchen gewonnen, die auch bei langem Verweilen im Va- 
kuum-Trockenapparat bei 180° keine Gewichtsabnahme er- 
fahren. Im Schmelzrdhrchen beginnen sie sich gegen 220° zu 
briiunen und schmelzen bei 226° unter Zersetzung. 

Das Produkt reagiert gegen Lackmus ganz schwach sauer, 
-% ist ninhydrinnegativ und zeigt die Reaktion mit Millon stark, 
die auf die Carbonylgruppe schwach. 

In Chloroform und Ather ist es sehr schwer, in Essig- 
ester schwer, in Wasser ziemlich und in Alkohol aber sehr 
leicht léslich. 

4,500 mg getr. Substanz lieferten 10,565 mg CO, u. 2,490 mg H,O. 


4,505 mg _,, pe aus Alkohol lieferten 10,515 mg CO, und 
2,290 mg H,0O. 

5,755 mg getr. Substanz aus Alkohol lieferten 0,546 cem N (19°, 
782 mm). 


Van Slyke: NH,—N=0O 
Fir C,,H,,0,N,, Molgew. 260,21 


Ber. 64,56°/, C 6,20°/, H 10,76°/, N 
Gef. 64,03 _,, C18 » NH,—N=0 
638,78 ” 5,69 ” 10,68 lo N 


Das synthetische Anhydrid beschleunigt den maximalen 
Kintritt der Tryptophan—Aldehydreaktion. Es weist aber nur 
schwach bitteren Geschmack auf (Racemkérper ?). | 

Da fast alle diese Kigenschaften mit denen des Anhydrids IT 
aus Casein tibereinstimmten, stellten wir dieses nochmals aus 
dem Produkt Ii dar, und reinigten es durch Umkrystallisieren 
aus Wasser. Hierbei erhielten wir die gleichen Blittchen wie 
beim synthetischen Produkt. Sie schmolzen von 226—228° 
nach vorhergehendem Briunen bei 222°. Der Mischschmelz- 
punkt lag bei 227°. 

Optisch ist das synthetische Produkt, wie zu erwarten 
war, inaktiv. | 

AuBerdem sind beide Substanzen aber lediglich im Ge- 
schmack verschieden. Das optisch aktive Produkt weist im 
Gegensatz zum Racemkérper sehr bitteren Geschmack auf. 

Hiermit ist also wohl ein Bindeglied in seiner Konstitution 
zwischen natiirlichem und kiinstlichem Produkt sichergestellt. 
Nach Erfahrungen, die im hiesigen Institut in letzter Zeit 













































Lo 5 *- oon eae ve m seiecnlethcseaniile 
at AD WE migeenien —— eas i rr sxe 
Rcecnr de oren eatesnidaaeticnainin Ateneo chet oman nese arden 


46 Emil Abderhalden und Hans Sickel, 


gemacht wurden beim Auffinden von Isomeren der Dioxo- | 
piperazine und auch von Dipeptiden, unterzogen wir das ur. | 
spriingliche Produkt I im Vergleich mit dem aus Anhydrid | | 
zuriickgenommenen Produkt II der Untersuchung in seinem © 
Verhalten gegen wiBrige Kaliumpermanganatlésung. * Die Ge- q 
schwindigkeit des alsbald einsetzenden Oxydationsvorganges — 
war in beiden Fallen dieselbe. Ein Kontrollversuch mit einer 4 
prolin- und tyrosinhaltigen Lésung gab das gleiche Resultat, | 
nur setzte der Reaktionsbeginn erst nach laingerer Zeit ein. | 
Da auch Prolinlésung allein ein gleiches Verhalten zeigt, ist : 
diese Reaktion zur Unterscheidung von Isomeren im vorliegenden ’ 
Falle unbrauchbar. Da auch die Xanthoprotein- und Tetra- : 
nitromethanreaktion hier nicht in Frage kommt, verbleibt ~ 
nur die potentiometrische Untersuchung in alkalischer Lésung. © 

Da die Ausbeute an Anhydrids IL bei der oben be- | 


schriebenen Synthese gering ist, stand uns zu weiteren Unter- 
suchungen nicht mehr geniigend Material zur Verfiigung. Wir 
wiederholten deshalb die Synthese, diesmal jedoch mit den 
aktiven Aminosaureestern in gréBeren Einsitzen. 

17 g 1-Prolinithylester wurden mit 24,8 g 1-Tyrosinithyl- 
ester im Olbad unter Kohlensiiure langsam auf 135° erhitzt. 
Der CO,-Strom fihrte den austretenden Alkohol in eine gut 
gekiihlte Vorlage. Nach 6stiindiger Behandlung war mit 
10,5 g Destillat das Reaktionsende erreicht. Dieses Destillat 
setzte sich aus 11,0 g Athylalkohol und 0,5 g Prolinathylester 
zusammen. Berechnet waren 10,9 g¢ Alkohol. Der zuniachst 
villig klare Kolbeninhalt wurde nach 3 Stunden durch eine 
flockige weiBe Ausscheidung getriibt. Nach 6 Stunden war 
er in der Hitze krystallinisch weiB erstarrt. An der Luft er- 
hartete die vorerst noch plastische Masse. Sie war klebrig 
und von stark bitterem Geschmack. 

Die nun vorliegenden 30 g Reaktionsprodukt erfuhren eine 
Digestion mit kaltem Essigester. Nach dem Verreiben ging 
fast die ganze Masse in Lésung. Nach lingerem Stehen schieden 
sich jedoch 14 g (getr.) eines fein krystallinischen weifen Ge- 
misches ab. Aus dem Abdampfungsriickstand des gelben Fil- 
trates konnten durch Behandlung mit kaltem Chloroform noch 
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2g eines analogen Gemisches erhalten werden. Das Filtrat 
enthielt nunmehr nur noch geringe Mengen Tyrosinkomponente 
und fast alles Prolin. Das krystallinische Gemisch wurde einer 


© sorgfaltigen Fraktionierung unter wechselnder Anwendung von 





Alkohol, Essigester und Wasser unterzogen, da nur geringe 
Mengen an gemischtem Anhydrid zu erwarten waren. Hierbei 
wurde neben dem bekannten Tyrosinanhydrid (Zersetzungspunkt 
270 —275°) ein solches vom Zersetzungsp. 250-—255° aufgefunden 
und zwar in der doppelten Gewichtsmenge. Es ist in absol. 
'@ Alkohol viel leichter léslich als das bekannte Anhydrid. Nach 
‘® Erfahrungen im hiesigen Institut an anderen Dioxopiperazinen 
 dirfte hier jedenfalls ein tautomeres Anhydrid vorliegen. Naheres 
iiber sein Verhalten im Gegensatz zum echten Ketoanhydrid 
(opt. Hig., Aufspaltung usw.), wie auch iiber die aus dem Chloro- 
formfiltrat isolierten Prolinanhydride wird gesondert berichtet 
werden. Trotz umfassender und wiederholter Fraktionierung 
gelang es nur 0,45 g des gewiinschten Prolyl-tyrosinanhydrids 
zu isolieren, Wir miissen annehmen, dab dieses gemischte 
Anhydrid aus den aktiven Aminosiureithylestern itiberhaupt 
nur mit einer nicht viel gréBeren als 11/,°/, igen Anteilmenge 
entsteht. Merkwiirdigerweise waren bei der nur halb so lange 
Zeit ausgedehnten Durchfiihrung dieses Prozesses mit den race- 
mischen Estern etwa 9°/, gemischtes Anhydrid erzielt worden. 

Das Prolyl-tyrosinanhydrid wurde aus heifem Wasser 
umkrystallisiert. Wir erhielten beim raschen Abkihlen oder 
Kinengen der Liésung bei héherer Temperatur zunichst die 
gleichen rautenférmigen Blittchen mit denselben Kigenschaften, 
wie sie das racemische und das umgewandelte Anhydrid Il 
aus dem Produkt I aufweisen. Im Gegensatz zu ersterem 
aber in Ubereinstimmung mit dem rechtsdrehenden Kérper 
zeigte auch dieses synthetische Produkt optische Aktivitait in 
gleichem Sinne, wenn auch nach analogen Beobachtungen ver- 
stindlich (langeres Erhitzen auf héhere Temperatur) in ge- 
ringerem Grade und ebenso einen stark bitteren Geschmack, 

Es ist wasserfrei, farbt sich von 215° ab im Schmelz- 
réhrchen braunlich und schmilzt unter Zersetzung zwischen 
226 und 228°, 3 
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6,120 mg Substanz lieferten 0,581 com N (18°, 747 mm). 
Fir C,,H,,0,N,, Molgew. 260,21 Ber. 10,76°, N  Gef. 10,94°/, N 


0,1010 g Substanz in absol. Alkohol zu 8,013 g Ges.-Gew. gelist, 


d'6° = 0,800. 
1 dm a = + 0,155°; [a]'®° = + 15,85° (+ 0,4; Anbydrid II: 
+ 67,1° 
Anhydrid I: —102,5° 
UberlieBen wir jedoch die waBrige Lésung des Anhydrids 
der allmahlichen Konzentrierung oder die heibgesittigte der 


sehr langsamen Abkihlung, so krystallisierte der Kérper mit | 


3 Mol Krystallwasser in schén ausgebildeten dachziegelférmigen 


Platten des monoklinen Systems (Fig. 5). Wir konnten dieselbe F 


Form von gleicher Zusammensetzung auch beim Anhydrid Ii 


feststellen (Fig. 6). Es sintert gegen 80°, wird jedoch sofort 


wieder fest und ist erst bei 222° wieder flissig. 


64,275 mg Substanz (lufttrocken) verloren bei 8 stiindigem Erhitzen 
im Vakuum iber P,O, 10,890 mg H,O. 

Fiir C,,H,,O,N,, Molgew. 314,25 

Ber. 17,20°/, H,O Gef. 16,94°/, H,O. 
Aufspaltung: 

0,25 g des wasserfreien synthetischen Anhydrids wurden 
in 25 ccm n-Barytlésung etwa 30 Stunden auf 40° gehalten. 
Die Lésung zeigte dann keine erkennbare Carbonylreaktion 
mehr. In der iiblichen Weise wurde das Barium entfernt. 
Beim Einengen des bei 40° im Vakuum konzentrierten Fil- 
trates tiber konzentrierter Schwefelsiure erhielten wir biischel- 
formige Aggregate von farblosen rechteckig abgegrenzten 
Nadelchen, die jodoch zu etwa 10°/, mit gedrungenen Krystill- 
chen besetzt waren. Zur Reinigung digerierten wir das fein 
zerriebene Gemisch mit wenig kaltem absolutem Alkohol. Un- 
erwartet ging alsbald die gesamte Substanz in Lésung. Nach 
etwa 30 Minuten jedoch krystallisierte ohne auBere Beein- 
flussung der gréBte Teil in feinsten Nadelchen wieder aus. Aus 
dem alkoholischen Filtrat konnten wir etwa 20°/, der Ge- 
samtmenge als Anhydrid vom Zersetzungsp. 228° zuriick- 
gewinnen. Die ausgefallenen Nidelchen zeigten nach der bei 
50° im Vakuum tiber P,O, erreichten Gewichtskonstanz posi- 
tive Ninhydrin- und Millonreaktion. Die Carbonylreaktionen 
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waren negativ. Feuchtes Lackmuspapier wurde schwach ge- 
rétet. Der Geschmack war fade. Im Schmelzréhrchen be- 
merkte man bei 115° ein ganz geringfiigiges Sintern, das aber 
sofort von einer erneuten festen Phase gefolgt wurde. Diese 
schmolz dann scharf bei 232°. Das Produkt war optisch 


= inaktiv. 


71,155 mg Substanz gaben in H,O zu 17,2828¢g geldst, 1 dm 
al? = + 0. 
7,350 mg Substanz lieferten 0,651 ccm N (757mm, 18%. 


Ber. fiir C,,H,,0,N, | Molgew. 278,23 10,07°/, N 
1 10,85 °/, ,, 


Methylierung: 
0,1 g des obigen Kérpers wurden in der bereits beschrie- 


| benen Weise erschépfend methyliert. Das aus der wiBrigen 
' Schicht gewonnene Produkt wurde aus absolutem Alkohol 
| mit wasserfreiem Ather mikrokrystallinisch gefillt. Die Aus- 
’ beute betrug jedoch nur etwas tiber die Hialfte von jener, die 


bei der Methylierung des Produktes II erzielt worden war. 
Die tiber konzentrierter Schwefelsiure aufbewahrte Substanz 
verlor bei 110° im Vakuum noch 10,7°/, an Gewicht. 


| (7,620 mg —> 0,815 mg; 1 Mol Krystallalkohol bei Molgew. 


394,27 ber. 11,7°/,). Nach wie vor zersetzt sie sich bei 182° 
schiumend zu einer braunen Fliissigkeit. Die Reaktion gegen 
Lackmus war neutral. Die Carbonyl- und Ninhydrinreaktion 
fielen negativ aus. Die Millonreaktion war nach dem Er- 
wirmen positiv. Mit KBiJ, in schwefelsaurer Lésung trat 
Fallung ein. | 

Die Methoxyl-, Methylimid- und Stickstoffbestimmungen 
ergaben fiir dieses synthetische Methylierungsprodukt die 


| gleiche Zusammensetzung, wie sie bei den oben beschriebenen 
| methylierten Produkt I und II festgestellt wurde, nimlich eine 


Methoxylgruppe und vier Methylgruppen am Stickstoff im 
Molekiil. Der Betaincharakter des Produktes diirfte nach den 
Kigenschaften und Konstanten sicher gestellt sein. 
8,055 mg getrockn. Substanz lieferten 0,212 com N (757 mm, 18%. 
4,170 mg - “ ae nach Zeisel 2,760 mg AgJ. 
Nach Herzig-Meyer 10,630 mg AgJ. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CLIII. 4 
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Ber. f. C,.H,,0,N, Molgew. 348,28 [1CH,O- und 4CH,(N)-Gruppen]): 
8,04°/, N — 8,90°/p CH;O =: 17,26°/, CH,(N) 
Gef. 8,11°/, ,, 874°, 5 16,30 °/, » 


II. Synthese der d,1-Leucyl(N)-d,l-c-amino-d-oxy-n-valeriansiure. 


d,1-a-Bromisocapronyl(N)-d,1-c-amino-d-oxyvaleriansaure. 





5 g der nach 8. P. Sérensen’) dargestellten d,1-a-Amino- . 


6-oxy-n-valeriansiure wurden nach Schotten-Baumann in 
Gegenwart von 1'/, Mol n-Natronlauge bei — 4° mit e-Brom. © 


isocapronylchlorid (1 Mol + 5°, UberschuB) unter Zufiigung © 


eines weiteren Mol n-Alkali in der tiblichen Weise gekuppelt. — 
Beim Ansiuern fiel sofort ein mikrokrystallinischer weiBer — 
Kérper. Aus dem Filtrat hatte sich nach lingerem Stehen- 
lassen bei 0° nur noch wenig des gleichen Produktes ab- | 
geschieden. Mit Ather lieBen sich kleine Mengen Bromiso- | 


capronsiure extrahieren. 

Aus Methylalkohol und Wasser (60°) konnte das Kuppe- 
lungsprodukt in schénen, schrig abgeschnittenen, zu Rosetten 
angeordneten, glinzenden Blattchen erhalten werden, die bei 
129—130° schmelzen, nach sofortiger Abkihlung wieder er- 
starren, um dann bei 121° wieder zu schmelzen. Sie sind 
sehr schwer léslich in Wasser, leichter in Ather und Chloro- 
form, sehr leicht léslich in Methylalkohol, und unlislich in 
Petrolither. 

Im Vakuum bei 105° gibt das iiber Schwefelsiure auf- 
bewahrte Produkt kein Wasser oder Liésungsmittel ab. 

67,070 mg Substanz bendtigen 2,15 cem n/10-H,SO,-Liésung. 

68,290 mg ” es 2,17 com me 

11,880 mg liefern 7,050 mg AgBr. 

5,680 mg .,, 8,785mg CO, u. 3,875 mg H,0. 

8,805 mg Substanz in 88,450 mg Campher weisen eine Depression 
von 12,8° auf. 

Ber. fiir C,,H,,O,NBr Molgew. 310,13 
42,56°/, © 6,50%) H 4,52°%, N 25,77, Br 
Gef. 42,18 , 665 , 4,49 , 25,25 , Molgew. 311 
4,45. 4, 

Die Ausbeute betrug etwa 65°/, der Theorie. 





1) C. R. des Lab. de Carlsberg Bd. 6, 8. 187 (1905). 
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Aminierung zu d,l-Leucyl-(N)-d,l-c-amino-d-oxyvaleriansaure. 


4,5 g des Bromkérpers wurden mit 50 ccm 25°/,iger waB- 
riger Ammoniaklésung iibergossen und bei etwa 40° auf- 
bewahrt. Nach 38 Stunden waren an 90°/, des vorhandenen 
Broms in ionisierter Form festzustellen. Das tberschiissige 
Ammoniak wurde im Vakuum, das anorg. Brom durch Silber- 
sulfat in der iiblichen Weise entfernt. Das Filtrat gelangte 
im Vakuum bei 40° mehrmals zur Trockne und erstarrte zu 
farblosen Lamellen. Es war nun auffallend, daB der gesamte 
Riickstand in etwa 30ccm kalten absoluten Alkohols spielend 
in Lésung ging. Nach einigem Stehen, rascher beim Erwiirmen 
schied sich ein weiBes mikrokrystallinisches Produkt ab. 
Dampfte man dieses mit wenig Wasser zusammen mit dem 
aus der alkoholischen Mutterlauge erhaltenen Riickstand zur 
Trockne, so konnte man den Vorgang mit dem Alkohol wieder- 
holen. Der tiber Schwefelsiiure getrocknete Kérper farbt sich 
bei 210° gelb, ist bei 212° dickfliissig, bei 214° diinnfliissig 
und zersetzt sich gegen 290% Uber die in der Mutterlauge 
beobachteten Nebenprodukte soll spiiter berichtet werden. Diese 
sind vielleicht an dem Vorgang mit Alkohol bestimmend be- 
teiligt. Das Hauptprodukt reagiert gegen Lackmus schwach 
sauer. Die Ninhydrinreaktion ist erst nach dem Neutralisieren 
positiv; die Biuretreaktion negativ, ebenso die Probe auf die 
Carbonylgruppe. Die Farbe einer verdiinnten Kupfersulfat- 
lésung erfaihrt eine Vertiefung. Der aminierte Kérper ist in 
Wasser sehr leicht, in den gebriuchlichen organischen Lisungs- 
mitteln fast unléslich und in Eisessig schwer liéslich. Diese 
Higenschaften entsprechen dem gewiinschten Dipeptid wie auch 
die Ergebnisse der Analyse. 


17,100 mg Substanz itiber H,SO, im Vakuum getrocknet, bendtigten 
1,89 cem n/10-H,SO,-Lésung. 
3,560 mg Substanz liefern 6,940 mg CO, u. 2,900 mg H,0. 
15,260 mg ee »  15,25cem N (751 mm, 21°). 
Ber. fiir C,,H,,.0,N,, Molgew. 246,26. 
58,68, C 9,019, H 11,88% N  5,69%/, NH,—N 
a we... 8 2s BR. ‘ 


4* 
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Hydrolyse der d,l-Leucyl-(N)-d,l-«-amino-d-oxyvaleriansaure. 

Die Hydrolyse wurde mit 25°/,iger H,SO, 18Stunden durch- 
gefihrt. Die vom Barium und von der Schwefelsiure befreite 
Lésung gelangte im Vakuum bei 40° zur Trockne. Der absolut- 
alkoholische Extrakt lieferte mit Alkohol von neuem aufgenommen 
eine stabile Lésung. 40°/, des Gesamtriickstandes lésten sich in 
Alkohol. */, davon waren in Ather léslich, wahrend aus dem ver- 
bleibenden Rest Prolinkupfer in einer auf das Gesamthydrolysat 
berechneten, nur 6°/,igen Ausbeute gewonnen werden konnte. 
Diese Menge entspricht also lediglich der schon von S. P. Séren- 
sen!) und auch von uns wiederholt unter gleichen Bedingungen 
bei der Behandlung von reiner d-Oxy-a-aminovaleriansiure 
erhaltenen Prolinmenge. Die Untersuchung des itherléslichen 
Anteiles fiihrte leider zu keinem eindeutigen Ergebnis. Weitere 
Versuche wurden vorliufig als abwegig zuriickgestellt. Hs sei 
nur erwihnt, daB er dlige Konsistenz zeigte, in Wasser fast 
unléslich war und die emp. Zusammensetzung C,, ,H,,0,N 
aufwies. 

5,800 mg Substanz liefern 0,19cem N (750mm, 22°). 

4,670 mg = » 18,0830 mg CO, u. 4,850 mg H,0. 

3,76°/, N  76,10°%/, C 11,62°/, H NH,—N-Gehalt = 0 


Das hellgelbe Ol dunkelt von 200° ab, siedet gegen 240° 
unter Zersetzung und destilliert dann iiber 300° vdllig. Es 
verbrennt mit stark ruBender Flamme. Die verdiinnte alko- 
holische Liésung reagiert gegen Lackmus neutral. Die Reak- 
tionen auf die Carbonylgruppe sind stark positiv. 

Aus dem alkoholunléslichen Hydrolyseriickstand, der etwa 
45°/, des gesamten ausmachte, konnten durch fraktionierte 
Krystallisation aus 90°/,igem Alkohol Leucin und Amino- 
oxyvaleriansiure in annaihernd Aquimolekularen Mengen von 
den entsprechenden Schmelzpunkten 277° und 227° erhalten 
werden. 

Fermentversuch. 

0,3 g d,l-Leucyl-a-amino-d-oxyvaleriansiéure + 9 ccm n/15- 

Na,HPO,-Lisung + 1 com Hefemazerationssaft als Versuchs- 





') ©. R. des Lab, de Carlsberg Bd. 6, S. 181 (1905). 
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lésung; desgleichen ohne Dipeptid als Kontrolle. Tempe- 


ratur 25°. 

Zeit: 6’ T 8’ 35’ 95’ ca. 700’ 
Vers.-L.: —0,04° -— 0,069 -—0,08° —0,10° —0,055° + 0,22° 
Kontr.:  — 0,04 — 0,04 — 0,03 — 06,04 -—0,040 — 0,02 


EKinen weiteren Beweis fiir den Fermenteingriff lieferte 
die Aufarbeitung der Versuchslésung. Durch Zusatz von 
Essigsiure, Zentrifugieren, Kinengen im Vakuum und fraktio- 
nierte Extraktion bzw. Krystallisation gelang der Nachweis der 
Amino-oxyvaleriansiure und des Leucins als Spaltprodukte 
an Hand der Mischschmelzpunkte. 


Anhydrisierung: 

Die Substanz verliert bei lingerem Erhitzen im Vakuum 
auf 105° tiber P,O, nur wenig an Gewicht. Jedoch zeigte sie 
danach schwache Carbonylfarbreaktion, die vorher véllig negativ 
verlaufen war. Wir erhdhten die Temperatur auf 180° und 

cf stellten nun eine nach etwa 6 Stunden konstant bleibende 
q Gewichtsabnahme fest. 
q 32,620 mg Substanz verlieren 3,480 mg, entsprechend 10,67°/,. 
Ber. fiir den Verlust von 1'/, Mol H,O 10,97 °/, 
Dem Molekulargewicht 246,26 — 27,02 entspricht auch das 
Ergebnis der Mikro-CH-Bestimmung: 

3,785 mg Substanz liefern 8,320 mg CO, und 8,025 mg H,0O. 

Ber. f. C,.H,,0,N, Molgew. 438,28  60,22°), C 8,73, H 
Gal 30906 .: G0. 

Die ganz schwach gefirbte Substanz schmilzt bei 224° 
unter Braunfirbung und zeigt starke Carbonyl- und Xantho- 
proteinreaktion. Die Ninhydrinreaktion ist negativ. 
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Uber den Umbau des Blutfarbstoffes durch Hefe. 
k, Mitteilung. 


Von 


Hans Fischer und Fritz Lindner. 


(Aus dem Organisch-chemischen Institut der Technischen Hochschule Miinchen.) 
(Der Redaktion zugegangen am 23, Dezember 1925.) — 


Mit Fink) war beobachtet worden, daB blutfarbstoffhaltige 
eisessig-itherische Liésungen aus Hefe gelegentlich schnell aus- 
bleichen, obwohl Licht véllig ausgeschaltet war. Wir haben 


deshalb die Einwirkung von Hefe auf Himin weiter verfolgt, 
und haben frische Hefe und Trockenhefe mit Pyridin—Himin- 
lésungen bei erhéhter Temperatur (40—50° hat sich als Opti- 
mum erwiesen) lingere Zeit stehen gelassen. Dabei wurde 
beobachtet, daB nach einiger Zeit die rote Farbe in eine 
schmutziggriine umschligt und das Himochromogenspektrum 
verschwindet, wihrend Himin in Pyridin gelést unter den 
gleichen Bedingungen keinerlei Verinderungen zeigt. 

Die Umwandlung des Himins ist eine tiefgreifende, denn 
es gelingt nicht mehr, aus dem so verinderten Himin ein 
charakteristisches Porphyrin zu erhalten. Die Art der Um- 
wandlung ist vermutlich eine oxydative, denn wir konnten 
feststellen, da8 in Kohlensiure Wasserstoff- und Stickstoff- 
atmosphire die genannte Umwandlung sich entweder gar nicht 
oder sehr viel langsamer vollzieht als bei Gegenwart von 
Sauerstoff. Die Umwandlung verliuft nicht immer in der 
gleichen Weise, sondern je nach Linge der Zeit scheint. sie 





1) Diese Zs. Bd. 150, 8. 252 (1925). 
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auch tiber den blaugriinen Farbstoff hinaus zu einer farblosen 
oder schwach gefiirbten Phase zu fihren. 

Den blaugriinen Farbstoff haben wir zwischen Lauge und 
Ather entsprechend unserem Porphyrin-Reinigungsverfahren 
hin und her getrieben und so einen schwarzgriin gefirbten 
Koérper in einer Ausbeute von 5 mg bei Verwendung von 
0,1 g Hiimin erhalten. Bis jetzt konnte kein Anzeichen von 
Krystallisation festgestellt werden. Die totale Spaltung mit 
Hisessig—Jodwasserstoff ergab Kisengehalt, ferner Basen- und 
Saurefraktion von Pyrrolen, die sowohl an der Ehrlichschen 
positiven Aldehydreaktion als auch durch die Sublimatfillung 
erkannt wurden. Es ist also mit Sicherheit kein totaler Ab- 
bau, sondern ein Umbau des Blutfarbstoffes erfolgt, der um so 
interessanter ist, als er sich in relativ kurzer Zeit vollzieht. 

In einem weiteren Versuch haben wir den griinen Farb- 
stoff mit Hilfe von Hydrazin—Hisessig') in Porphyrin iiber- 
zufiihren versucht, jedoch keines erhalten. 

Das wirksame Prinzip ist hitzebestiindig, auch nach Kochen 
der Hefe mit Wasser, Pyridin oder 5°/,iger Schwefelsiiure 
vollzieht sich noch die gleiche Umwandlung; ebenso ist es 
in Pyridin léslich, denn ein Pyridinextrakt aus Hefe zeigt mit 


- gugesetztem Hiimin die gleiche Umwandlung. Auch in Essig- 


siure muB es lislich sein, denn sonst wire ja kaum das ,,Aus- 
bleichen“ des Himinithers bei den Hefeversuchen erklirbar, 
eine Tatsache, die seither oft bestétigt worden ist. Das wirksame 
Prinzip ist scheinbar in pflanzlichem Material weit verbreitet, denn 
zerkleinerte Bohnen, Meerrettiche und gekeimte Gerste, letztere 
nach Versuchen mit Herrn Hilmer, zeigen analoges Verhalten.®) 

Die Reaktion ist nicht auf das Himin allein beschrinkt, 
Mesohiimin, Koprohimin, Phonohimin und Rhodchimin’), sowie 


— 





") Neuerdings vermeiden wir das HineingieBen der Hydrazin-Kis- 
essiglésung in Salzsiiure, da in Bestiitigung der Resultate von Papen- 
dieck und Bonath [Diese Zs. Bd. 144, 8. 61 (1925)] sich herausgestellt 
hat, daB das Stehenlassen der ,,Himine“ mit Hydrazin—Kisessig allein 
gentigt. 

 %) Vgl. hiergzu die Ausfiihrungen Diese Zs. im Druck. 
*) Liebigs Ann. d. Chem. Bd. 871, 8. 92 (1909). 
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Pyridinextrakt aus frischem Blut zeigen das gleiche Verhalten, 
werden also ebenfalls umgebaut, bei Chlorophyll konnte da- 
gegen ein derartiger Umbau nicht erzielt werden, ebensowenig 
bei einem komplexen Kisensalz eines synthetischen Dipyrry]- 
methens. Auch bei Porphyrinen, untersucht wurden Kopro-, 
Uro-1), Meso- und Kimmerers?) Porphyrin, konnte keine Ein- 
wirkung festgestellt werden, auch nicht nach Zusatz von 
Hisensalzen. Es ist also offenbar gerade das komplex ge- 
bundene Eisen, das zum Zustandekommen der Reaktion not- 
wendig ist und fir diese Konfiguration spezifisch zu sein 
scheint. 

Zwischen der Hefe und dem héheren Tier bestehen zahl- 
reiche Analogien, worauf wiederholt von den verschiedensten 
Seiten aufmerksam gemacht wurde, und es lag nahe, deshalb 
tierische Organe in bezug auf die Kinwirkung auf Blutfarbstofi 
zu untersuchen. Wir setzten deshalb Leber, Milz und Fleisch 
mit Himin—Pyridinlésungen an und konnten die gleiche Wir- 
kung wie mit Hefe beobachten, wobei Leber weitaus die 
intensivste Reaktion gab, in weitem Abstand folgten Muskel- 
fleisch und Milz, eine Kombination von Leber und Milz wirkte 
weniger intensiv als Leber allein. 

Auf Grund der oben bereits erwihnten groBen Wider- 
standsfahigkeit des wirksamen Prinzips war es zwar duBerst 
unwahrscheinlich, da8 hier eine Fermentwirkung anzunehmen 
ist. Wir haben aber trotzdem nach Willstitters Vorschrift?) 
mit Pyrogallol und Wasserstoffsuperoxyd Hefe auf Purpurogallin- 
bildung, die Peroxydase anzeigen wiirde, gepriift. Purpurogallin 
entstand scheinbar nicht, dagegen beobachteten wir bei diesen 
Versuchen, daB durch Pyrogallol allein bereits die gleiche 
Wirkung auf Haminlésungen ausgeiibt wird. Es lag nun nahe, 
weitere Di- und Trioxyverbindungen und andere chemische 
Individuen zur Untersuchung mit heranzuziehen. 

Mit positivem Erfolg wurden gepriift: Pyrogallol, Brenz- 





) Bei diesen Porphyrinen trat nach i14tigigem Stehen bei Zimmer- 
temperatur Entfirbung ein, von anderen Komplexsalzen auBer Eisensalz 
wurden bis jetzt nur einige Kupfersalze mit negativem Ergebnis untersucht. 
*) Willstatter, Liebigs Ann. der Chem. Bd. 871, S. 92 (1910). 
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catechin, Gallussiure, Adrenalin, Dioxyphenylalanin, Homogen- 
tisinsiure, bei Phloroglucin, Tyrosin und Gujakol trat eine 
Wirkung erst nach laingerem Stehen ein. Negativ war das 
Resultat bei Pepton nach Witte, Resorcin, o-, p- und m- 
Dinitrobenzol, Pikrinsiure, Trinitrotoluol, Oxyazobenzol, Benzi- 
din, Diphenylamin, Amidoazobenzol, Azobenzol, Benzaldehyd und 
Anilin. Bei Azoxybenzol, m- und p-Phenylendiamin, Chinon und 
Hydrochinon trat intensive Dunkelfirbung ein, so daB ein sicheres 
Resultat sich nicht feststellen lieB. Bei p-Phenylendiamin 
wurde ein anderes Verhalten festgestellt; die Farbe ging in 
Rotbraun iiber und es wurde folgendes Spektrum gemessen: 
I. 641—628; IL. 589—580; III. 562 — Ende nicht ablesbar. 
ett ri ac 
634,5 584,5 


Thioverbindungen interessierten natiirlich besonders in An- 
betracht der Hopkinschen Arbeiten iiber Glutathion. In der 
Tat trat bei Thiophenol, Thioglykolsiure und Cystein (bei 
letzterem allerdings nur langsam), tibrigens auch bei Pheny]l- 
hydroxylamin eine deutliche Kinwirkung ein, jedoch in modi- 
fizierter Weise. Cystin zeigte keine Reaktion, auch nicht in 
Wasserstoff-Atmosphire. Hieriiber werden wir demnichst be- 
richten und dann auch auf die umfangreiche Literatur’) iiber 
die ,,Oxydationsfermente“ naiher eingehen. Bemerkt sei schon 
jetzt, daB viele der dort erhobenen Beobachtungen den unsrigen 
sehr Shnlich sind, auch auf die Feststellungen von Kuler und 
Mitarbeitern iiber den ,,Biokatalysator Z“ [Diese Zs. Bd. 140, 
S. 146 (1924); Bd. 141, S. 297 (1924); Bd. 151, S. 156 (1925)] 
ist besonders hinzuweisen. Mit Pyrogallol wurde ein Ver- 
such volistindig durchgefihrt, er verlief durchaus analog den 
biologischen Versuchen. Es trat dabei auch partiell Hisen- 
abspaltung ein, weiterhin tritt der oben bereits beschriebene 
griinblaue Farbstoff auf mit dem gleichen spektroskopischen 
Befund. Jedoch tritt sehr leicht weitere Verinderung ein 
und die weitere Aufklirung dieser Reaktion sowie die Iso- 
lierung des wirksamen Prinzips aus Hefe und Organen 





1) Siehe Zusammenstellung Lipschiitz und Rosenthal in Oppen- 
heimers Handbuch der Biochemie der Menschen und Tiere Bd. 2, 8S. 669 ff. 
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wird noch einige Arbeit kosten. Auch bei den Pyrogallol- 
versuchen trat die Reaktion nur ein bei Gegenwart von Sauer- 
stofi, in Stickstoffatmosphire konnten wir auch nach tagelangem 
Stehen noch keine Einwirkung feststellen. Es ist auffallend, 
mit welch enormer Geschwindigkeit durch so einfache Stoffe, 
wie es Pyrogallol, Brenzcatechin usw. sind, eine weitgehende 
Veranderung des Blutfarbstoffes erfolgt, derart, daB man bei 
oberflachlicher Betrachtung zu dem Resultat kommen kénnte, 
der gesamte Farbstoff als solcher sei vernichtet. Daf dies 
jedoch nicht der Fall ist, geht aus der Tatsache hervor, daf 
so verinderter Blutfarbstoff bei der energischen Reduktion 
noch Pyrrole gibt. Zwei Ursachen kénnen vermutlich solche 
Anderungen bedingen, entweder erfolgt ein Eingriff in die 
Methinbindung in @-Stellung, eine Reaktionsfolge, wie sie dem 
Ubergang von Blut- in Gallenfarbstoff entsprechen wiirde, oder 
aber steht die ganze Porphyrinerscheinung in einem mehr 
nebens&chlichen Verhaltnis zur Gesamtkonfiguration des 
Molekiils. 

Ubrigens andert sich das spektroskopische Bild einer Himin— 
Pyridinlésung in starker Verdiinnung (1:20000) mit typischem 
Haimochromogenspektrum auch nach 24stiindigem Durchleiten 
von Luft nicht. fPyrogallol ist ebenfalls gegen Pyridin-Luft 
durch 24 Stunden bestindig, man gewinnt es leicht unverindert 
zuriick. Zusatz von Wasser dndert an diesen Verhiltnissen 
nichts. Pyrogallol wirkt also scheinbar als Sauerstoffiibertrager 
und die Angreifbarkeit der Seitenketten des Blutfarbstofis be- 
wirkt vielleicht die geschilderten Veriinderungen. 

Bekanntlich werden Haminlésungen durch Wasserstoff- 
superoxyd ziemlich rasch entfairbt. Um festzustellen, ob dieser 
Vorgang unseren Versuchen analog verliuft, wurde die Kin- 
wirkung des Wasserstoffsuperoxyds auf Haimin spektroskopisch 
verfolgt und dabei ein ganz anderes Bild erhalten. Gibt man 
zu einer Hamin—Pyridinlésung vorsichtig Wasserstoffsuperoxyd, 
so hellt sich die Farbe allmahlich auf, ohne daB eine Griin- 
farbung auftritt. Spektroskopisch verschwinden die Himo- 
chromogenstreifen sehr rasch, intermediar tritt ein starker 
Streifen um etwa 587 auf, der aber ebenfalls wieder rasch 
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verschwindet.. Bemerkenswerterweise tritt ein Streifen sehr 
abhnlicher Lage auch in den Pyridinextrakten von Hefe und 
Pflanzen nach Verschwinden des Himochromogenstreifens auf. 
Auch Cytochrom besitzt an dieser Stelle einen Absorptions- 
streifen. | 

Nach Erhebung der oben beschriebenen Befunde fanden 
wir eine Mitteilung von Leon Asher und G. Ebnéther [Bio- 
chem. Zs. Bd. 72, 8. 416 (1916)], wonach den unseren eventuell 
vergleichbare Beobachtungen von diesen Autoren schon gemacht 
worden sind. Es mu8 jedoch ausdriicklich auf die Verschieden- 
heit der Versuche hingewiesen werden; Asher und Ebnéther 
beschreiben den Hamoglobinabbau und arbeiten in physio- 
logischer Kochsalzlésung; Farbstofie als Zwischenprodukte 
wurden von ihnen nicht beobachtet. Die Autoren fassen die 
Resultate ihrer Mitteilung in bezug auf den uns interessieren- 
den Abbau des Haimoglobins in folgenden Leitsitzen zusammen: 

»Milzextrakt in physiologischer Kochsalzlésung macht eine 
geringfiigige Zerstérung von Hamoglobin. Leberextrakt wirkt 
in etwas ausgesprochener Weise abbauend auf das Hamoglobin. 
Zusatz von etwas Milzextrakt verstirkt sehr wesentlich den 
Abbau des Himoglobins durch Leberextrakt. 

Die hierfiir in Betracht kommende wirksame Substanz 
in der Milz ist kochbestiindig; durch besondere Versuche wurde 
festgestellt, daB die wirksame Substanz kein Lipoid ist. Ferner 
wurde nachgewiesen, daB in den Versuchen dieser Arbeit die 
wirksame Substanz in der Leber nicht Gallensiure war. 

Der Abbau des Himoglobins durch Leber plus Milzextrakt 
fihrt zu einer Stufe, welche nicht mehr die Himinreaktion 
liefert, andererseits aber wird das Himoglobin nicht soweit 
abgebaut, daB das Eisen in die nicht mehr maskierte Form 
tibergefithrt wird.“ 

In einer neueren Arbeit aus dem Asherschen Institut’) 
{Biochem. Zs. Bd. 164, S. 61f. (1925)] bestatigt V. Calvo- 





1) Erst durch diese Arbeit wurde mir bekannt, da8 L. Asher be- 
reits in Karlsbad (L. Asher, Funktion der Leber, arztliche Fortbildungs- 
kurse in Karlsbad, Jena, G. Fischer, 1924) die Hypothese geiuSert hat, 
daB der Himoglobinabbau in allen méglichen Geweben den biologischen 
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Criado die Arbeitsresultate Ashers und Ebnéthers und 
faBt seine Ergebnisse wie folgt zusammen: 

»Hs wurde spektrophotometrisch der Hamoglobinabbau 
durch verschiedene Gewebsextrakte quantitativ bestimmt. 

Leberextrakt bewirkte den starksten Hamoglobinabbau; 
fast ebenso groB war derjenige durch Extrakt menschlicher 
Haut; es folgten dann untereinander gleich die Extrakte von 
Lunge, Niere und Muskeln. 

Zusatz von Milzextrakt zu Leberextrakt verstirkte in 
hohem Ma8e den Hamoglobinabbau des Leberextraktes; hier- 
mit sind die Befunde von Ebnéther erneut bestitigt. 

Die Befunde kénnen als Stiitze fiir die Annahme gelten, 
da8 alle Gewebe zum Himoglobinabbhau befahigt sind, und sie 
kénnen auch mit Riicksicht auf die Méglichkeit der extra- 
hepatischen Bildung von Gallenfarbstoff verwertet werden.“ 

Weiterhin stehen unsere Resultate in Einklang mit Be- 
funden von T. Brugsch und Else Pollak [Biochem. Zs. 
Bd. 147, 8. 253 (1924)], die durch Einwirkung von Brenz- 
catechin auf Blutfarbstoff bzw. Himin und seine Derivate einen 
Gallenfarbstoff gefunden haben. Die Autoren geben auch an, 
daB sie damit beschaftigt sind, dem Brenzcatechin analoge 
K6érper mit Hydroxylgruppen in charakteristischer Stellung auf 
Blutfarbstoff einwirken zu lassen. Unter welchen Bedingungen 
die Autoren Brenzcatechin mit Himin usw. umgesetzt haben, 
ist nicht angegeben. 

Schon vor langerer Zeit hatten die Kollegen Brugsch 
und Pollak die Freundlichkeit, uns Lésungen ihrer Reaktions- 
produkte zu senden, die in der Tat einen gelbbraunen Farb- 
stoff, an Bilirubin erinnernd, enthielten. Wir konnten fest- 
stellen, da8 mit groBer Wahrscheinlichkeit ein Haminumwand- 
lungsprodukt vorliegt, aber Bilirubin konnten wir bis jetzt 
nicht finden. Wir halten es aber doch fir méglich, daB auf 





Zweck verfolge, die Zellen des Organismus jederzeit mit dem nach 
Warburgs Lehre nétigen Eisenkatalysator zu versorgen. So erklirt 
es sich, da ich diesen Vortrag in meiner Zusammenfassung iiber Blut- 
und Gallenfarbstoff [Zs. f. angew. Chem. Jahrg. 38, 8. 981 (1925)] nicht 
erwiihnen konnte. 








nd 


Uber den Umbau des Blutfarbstoffes durch Hefe. 61 


dem angegebenen Weg, sei es nach dem uns unbekannten 
Verfahren von Brugsch und Pollak, oder unserer eigenen 
Arbeitsweise in Pyridin, Gallenfarbstoffe’) erhalten werden 
kénnen, Die Farberscheinungen, die in der Pyridinlésung 
gunichst auftreten, erinnern ja an die bekannte Umwandlung 
des Blutfarbstoffes im Unterhautzellgewebe und in diesem Zu- 
sammenhang darf vielleicht darauf hingewiesen werden, daB nach 
Calvo-Criado neben Leberextrakt am stirksten gerade der 
Extrakt menschlicher Haut wirkt. Vielleicht ist Dioxyphenyl- 
alanin oder Abbauprodukte dieser Aminosiure*) hier im Spiel. 
(Wir verdanken ein schén krystallisiertes Priparat von Dioxy- 
phenylalanin Herrn Dr. Guggenheim in Basel.) 
Die Untersuchung wird fortgesetzt. 


Versuche. 

0,1 g Himin wurden in 300ccm Pyridin gelést, mit 100¢ 
PreBhefe (Rittsteig) (Trockenhefe hat die gleiche Wirkung) ver- 
setzt und in der Wiairme (40—50°) stehen gelassen. Schon 
nach wenigen Stunden trat eine schmutzig griinbraune Ver- 
farbung auf und es wurde folgendes Spektrum gemessen: 

I. 561,0-—551,7; IL. (ebenso stark) 538,0—526,8 . 

556,4 532,4 

Bei lingerem Stehen ging die Farbe allmahlich in reines 
Griin iiber und der Haimochromogenstreifen verschwand voll- 
stindig. Spektroskopisch war jetzt nur noch ein Streifen fest- 
zustellen und zwar von 








537,0—527,6 . 
532,3 
Ein neuer Streifen scheint bei etwa 504 zu beginnen, sein 
Ende war nicht meBbar. 








*) Bilirubin selbst zu erhalten, wird vermutlich nicht leicht sein, 
deshalb, weil es unter den oben genannten Bedingungen unter Griin- 
firbung weiter veriindert wird. 

*) Vgl. hierzu auch die Arbeiten von Bloch, Diese Zs. Bd. 98, 
S. 226 (1917); Schmalfu8, Fermentforschung Bd. 8, Heft 1 (1924): dort 
auch weitere Literatur. Auch auf den Ubergang des Stadiums der roten 
Hepatisation in die graue Hepatisation bei der Pneumonie ist hier hin- 
zuweisen. 
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Im Rot reicht die Endabsorption bis etwa 648. Wahvr- 
scheinlich ist hier noch ein Streifen anzunehmen. Bei einigen 
Versuchen konnte mit einem guten Taschenspektroskop ein 
deutlicher Streifen von etwa 661—649 festgestellt werden. 

In diesem Stadium wurde die F . ‘“lésung im Vakuum 
zur ‘Trockene verdampft, der griine ..sckstand mit LHisessig 
aufgenommen und nach der bekannten Kisessig-Athermethode 
verarbeitet. Beim Waschen des Athers mit Wasser ging 
anfangs ziemlich viel Farbstoff ins Waschwasser, nach griind- 
lichem Auswaschen wurde der Ather mit 5°/,iger Salzsiure 
extrahiert, die sich intensiv blaugriin anfarbte. Aus der Saure 
lie8 sich der Farbstoff durch Abstumpfen mit Natriumacetat 
wieder in Ather iiberfihren, die Atherlésung war blaugriin 
gefirbt und zeigte folgendes Spektrum: 


Spaltbreite 0,5 mm. Alle Streifen sehr verwaschen. 
I. 581,6—568,5; Il. 539,8—525,0; III. 506,5—486,6 ; 


~ 


572,6 532,4 496,6 











Reihenfolge der Intensitét: III, II, I. 


Zur weiteren Reinigung wurde der Farbstoff aus Ather 
in verd. NaOH iibergefiihrt, die rein griin gefirbt war und 
folgendes Spektrum zeigte: 


Spaltbreite 0,5 mm. Alle Streifen sehr verwaschen. 
I. 581,0—564,0; IL. 539,6—528,0; III. 509,0—484,5. 
572,5 533,8 496,8 


Daraus wird der Farbstoff wieder in Ather gebracht und nach 
griindlichem Auswaschen die Atherlésung mit Natriumsulfat 
getrocknet und langsam eindunsten gelassen. Es hinterblieb 
ein schwarz-griin gefirbter Kérper in einer Ausbeute von 
5 mg. Krystallisation konnte nicht festgestellt werden. Er 
wurde mit Kisessig—Jodwasserstoff der Reduktion unterworfen 
und der Riickstand nach dem Abdestillieren des Hisessig—Jod- 
wasserstoffes mit verdiinntem Alkali aufgenommen. Dabei 
wurde deutliche Abscheidung von Kisenhydroxyd beobachtet, 
das abfiltriert und durch Reaktion mit Ferrocyankali als 
Berliner Blau identifiziert wurde. Durch Ausithern wurde in 
bekannter Weise die Basen- und Saurefraktion gewonnen, die 
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peide intensive Ehrlichsche Reaktion zeigten; auch eine 
Sublimatfallung konnte in beiden Fallen erhalten werden. 

Bei lingerem Stehen der Himin—Pyridinlésung mit Hefe 
tritt allmahliches Verblassen zu Hellgelb ein und ein spektro- 
skopischer Befund ist nicht mehr festzustellen. 

In einem weiteren kleinen Versuch wurde der griine Farb- 
stoff der Behandlung mit Hydrazin—Kisessig in bekannter Weise 
unterworfen, es lieB sich jedoch kein Porphyrin erhalten. Eine 
Pyridinlésung von Hamochromogen, die aus frischem Blut 
durch Eintropfen in Pyridin und Filtrieren hergestellt war, 
zeigte genau das oben beschriebene Verhalten. 

Die gleiche Umwandlung des Hiimins wurde auch bei 
analogen Versuchen mit Trockenhefe und mit bien 
weiBen Bohnenkernen, sowie geriebenem Meerrettich, erhalten. 
Bei Versuchen, die in Stickstoff, Kohlensiure und Sauerstoff 
atmosphire durchgefiihrt wurden, zeigte sich, da® im Sauer- 
stoff die Umwandlung sehr rasch erfolgt, wahrend in CO, und N 
eine Verinderung nicht festzustellen ist. 


Versuch mit Koprohamin. 

Der Versuch wurde genau wie oben fir Himin beschrieben 
ausgefiihrt. Nach einigen Stunden schmutzig-griine Verfarbung. 
Spektroskopischer Befund: 

I. 550,5—543,6; II. 528,9—521,0; ILI. 500.2 — Ende nicht 

547,1 524,9 








ablesbar. 
Nach lingerem Stehen nur noch ein Streifen meBbar: 


528,9—521,5 . 
525,2 





Die Farbe war rein griin. 
Bei. einem analogen Versuch mit Mesohimin war die 
Lésung nach 18stiindigem Stehen rein griin gefirbt. Spektrum: 
I, 580,6—522,8; II. (schwicher) 501,8—486,8 . 
526,7 494,3 
Bei ,,Phonohimin“ ging die Farbe rasch in Gelb itiber. 
Kin Spektrum war nicht meBbar. 
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Auch bei Rhodohimin erfolgt der Umbau durch die Hefe 
sehr leicht, Eine Lésung von Rhodohimin in Pynidin, die 
folgendes Spektrum zeigte: 


I, 571,0—555,3; II. 538,1—527,6 .. .523,2—-518,6; III. 495,6—477,9, 
563,2 528,9 520,9 486,8 











wurde einige Stunden mit PreBhefe bei 40° stehen gelassen. 
Die Farbe schlug in schmutzig Griin um, spektroskopisch 
wurde jetzt gemessen: 


I. sehr verwaschen 655,8—636,3; Il. scharfer Streifen 531,3—523,0. 
646,1 527,2 








Eine neue Beschattung begann bei 503,0 und ging in die End- 
absorption tiber. Bei einem Parallelversuch mit krystallisiertem 
Chlorophyll (Athylchlorophyllid) konnte unter den gleichen Be- 
dingungen keine Verinderung festgestellt werden. 


Versuche mit Organen. 

1 g frischer Leberbrei wurde mit Pyridin iibergossen, wobei 
der Blutfarbstoff in Lésung ging; die Lésung zeigte folgendes 
Spektrum: 

I. _561,7-—553,4 5 II. 531,0—520,4 . 

557,6 525,7 








Bei kurzem Erwirmen trat griine Verfirbung ein. Spektro- 
skopisch wurde jetzt gemessen: 


I. 537,4—528,2; 505,5 — Ende nicht meBbar. 
532,8 





Versuche mit Haminlosung. 


10 g zerkleinerte frische Leber wurden mit 30 ccm einer 
Himin—Pyridinlésung (die Himinkonzentration betrug bei 
allen unseren vorliufigen Versuchen etwa 5 mg Himin in 
100 ccm Pyridin) bei etwa 40° stehen gelassen. Schon nach 
einer halben Stunde war die Lésung schmutzig-griin. Spektro- 
skopische Messung ergab: 


I. 676,4—647,0; I. 561,1—553,0 (sehr schwach); III. 585,4—-526,4. 
661,7 557,1 530,9 
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Nach 11/, Stunden ‘zeigte eine Probe der jetzt noch aus- 
gesprochener griin gefarbten Lésung folgendes Spektrum: 

Beschattung bis 645,0. I. auBerordentlich schwach 562,0—552,5 ; 

557,38 
Il. sehr stark 535,8—527,5; III. 505,0 — Ende nicht ablesbar. 
531,7 

Diese Probe blieb bei Zimmertemperatur noch 18 Stunden 

stehen und zeigte jetzt nur noch einen Streifen von 
536,8—527,5 . 
532,2 

Nach 24 Stunden war beim Hauptversuch die Farbe in 
schmutzig Gelb tibergegangen. Spektroskopisch seigte sich nur 
noch starke Absorption an beiden Enden. Ein Streifen war 


nicht mehr meBbar. 
Kin unter denselben Bedingungen durchgefihrter Versuch 
mit 5 g Milz + 5 g Leber fiihrte zu folgenden Resultaten: 
Nach 1'/, Stunden: 
Farbe schmutzig braungriin. Spektroskopischer Befund: 


Endabsorption bis etwa 646. I. 560,5—552,1; Il. 536,2—526,8. 
556,3 531,5 
Beide Streifen etwa gleich stark. Bei 501,5 beginnt eine 
neue Beschattung. Die herausgenommene Probe zeigte nach 
18stiindigem Stehen folgendes Spektrum: 
Beschattung bis 646. 1. 560,8—55397; II. 587,2—527,0; III. 503,0 — 
557,2 532,1 























Ende nicht meBbar. 

Nach 24 Stunden war beim MHauptversuch die Farbe 
griinlich-gelb; neben starker Endsorption war noch ein 
schwacher Schatten um etwa 532 festzustellen. 

Beim gleichen Versuch mit 10g Milz war nach 11/, Stunden 
keine Verainderung eingetreten, nach 24 Stunden war die Lésung 
schmutzig-braun und zeigte folgendes Spektrum: 

... 646; I. 562,5—552,5; II. 586,2—525,0; 

a eee ™ a if 
557,5 530,6 
beide Streifen gleich stark. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CLIII. 5 
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Versuche mit aromatischen Oxyk6érpern, 


Pyrogallol. 

0,1 g Himin, in 250 ccm Pyridin gelést, wurden unter 
Zusatz von 2g Pyrogallol im Thermostaten bei etwa 45° 
stehen gelassen. Nach 11/, Stunden war die Farbe in Griin 
umgeschlagen. 

Spektroskopischer Befund: 

... 651; I. sehr schwach 562,2—551,6; II. viel stirker 538,2—526,4; 

556,9 532,38 








511,0 — Ende nicht meBbar. 


Nach 4 Stunden: die Farbe war schmutzig braunrot, die 
Lésung zeigte auch nach Zusatz von Hydrazinhydrat kein 
Spektrum mehr. Nunmehr wurde im Vakuum eingedampft 
und der schmutzig-braune Riickstand durch Behandeln mit 
Wasser von iiberschiissigem Pyrogallol und, nach der Braun- 
farbung des Waschwassers zu schlieBen, dessen Oxydations- 
produkten befreit. In dem Waschwasser wurde mit Ferro- 
cyankali und Rhodanammonium ionisiertes Eisen nachgewiesen, 
so daB also offenbar teilweise Kisenabspaltung eingetreten war. 
Der Riickstand léste sich in EHisessig mit griiner Farbe, die 
weitere Aufarbeitung erfolgte genau wie oben bei dem Hefe- 
versuch weschrieben und fiihrt zu dem gleichen Resultat. Es 
wurde nach der totalen Reduktion mit Kisessig—Jodwasserstoff 
sowohl Eisen nachgewiesen als auch die Pyrrol-, Basen- und 
Saurefraktion durch Ehrlichsche Reaktion und Sublimat- 
fallung festgestellt. 

Reagensglasversuche mit Brenzcatechin und weiteren Ver- 
bindungen fihrten zu den im theoretischen Teil bereits mit- 
geteilten Resultaten. 














—ESE_ 


» F 


" 
Ee: 
ie 
a 
a 
i 
its 
ie, 

Rt 
ty 
Be 


+ 
~ 
» 
o 
ee 
oe 
£. 
x 
= 
on 
*. 
oe 
% 





Synthese des N-Methyl-N-(6-guanidino-athyl)-guanidins 
(Kutscher’s Vitiatin?). 


1. Mitteilung itiber Studien in der Guanidinreihe 
Von 
Herbert Schotte und Hans Priewe. 


{Aus dem Hauptlaboratorium der Chemischen Fabrik auf Actien (vorm. FE. Se 
Berlin, Mitteilung 1.] 


969 


(Der Redaktion zugegangen am 23, Dezember 1 


Bei der Untersuchung der basischen Bestandteile 


Fleischextraktes entdeckte Kutscher') eine sehr merkwiird 


Verbindung, deren Goldsalz die Zusammensetzung C.H,,N 


2HCl-2 AuCl, aufwies. Kutscher sab ihr den Namen Vi 
atin und teilte ihr lediglich auf Grund des hohen Stickstoff- 
gehaltes und der vermuteten Beziehung zum Kreatin, Dimethy!- 
und Methyl-guanidin die Konstitution eines N-Methyl-N-(f-gua- 
nidino-iithyl)-guanidins zu: 


CH, CH,—CH,—NH—C—NH, 
~~ ie 


N NH 
| 
C=NH 


| 
NH, 





In seiner 4. Mitteilung iiber den Nachweis toxischer Basen 
im Harn?) gelang ihm auch die lIsolierung aus diesem. Hinige 








1) Zbl. fiir Physiol. Bd. 19, S. 504 (1906); Bd. 21, S. 33 (1907). 
*) Diese Zs. Bd. 51, 8. 457 (1907); vgl. auch Kutscher und Loh- 
mann, diese Zs. Bd. 49, S. 81 (1906); dort ist bereits in der ,,Platin- 


fallung II“ die Anwesenheit einer neuen Base angedeutet. 
5* 
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Zeit spater bestitigte Engeland das Vorkommen des Viti- 
atins im Harn’) wie im Fleischextrakt?) und verbesserte die 
Isolierungsmethode. 


Das einzige Salz, das beide Autoren analysieren und be- 
schreiben, ist die Goldverbindung’), ,,gelbrote, glinzende Blatter 
und Platten“, und auch von dieser ist nur an einer einzigen 
Stelle*) ein sehr uncharakteristischer Schmelzpunkt genannt: 
(Die Krystalle) schmelzen unscharf bei 167°, erst gegen 190° 
wird die Schmelze klar.“ 


Die Identifizierung des Vitiatins mit einer synthetischen 
Verbindung war unter diesen Umstinden von vornherein sehr 
schwer, wenn nicht unméglich. 


Da uns die Beschaffung eines Originalpriparates nicht ge- 
lang und duBere Griinde es unméglich machten, die langwierige 
und kostspielige Isolierung erneut durchzufiihren, teilen wir 
hier die Synthese des mutmaBlichen Vitiatins mit, ohne die 
Konstitutionsfrage endgiiltig entscheiden zu kénnen. 


Johnson und Bailey) hatten bereits 1916 die gleiche 
Synthese in Angriff genommen. Sie kamen aber nur bis zum 
Monomethylathylendiamin, das sie sich tiber das Phthalimido- 
ithyl-f@-benzylsulfonamid bereiteten. Seitdem ist iiber weitere 
Versuche nichts bekannt geworden. 


Wir begegneten dem monosubstituierten Athylendiamin 
beim Abbau des Kreatinols (N-Methyl-N-(@-oxithy])-guanidins) 
durch konzentrierte Halogenwasserstoffsiure. Die folgenden 
Formelbilder veranschaulichen kurz diesen Vorgang, iiber den 
wir, ebenso wie tiber die Synthese des Kreatinols selbst, dem- 
nichst in anderem Zusammenhange eingehender berichten 
werden. 


Das Dichlorhydrat unserer Base ist in Schmelzp. (130 





1) Diese Zs. Bd. 57, 8S. 49 (1908). | 

*) Zs. f. Untersuch. d. Nahrungs- u. GenuBmittel Bd. 16, S. 658 
(1908). ©. 1909, I, 566. 

’) Z. B. diese Zs. Bd. 51, 8. 462 (1907). 

*) Diese Zs, Bd. 51, S. 462 (1907). : 

’) Am. Soc. Bd. 38, S. 2185 (1916). ©. 1917, I, 484. 
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Synthese des N-Methyl-N-(8-guanidino-athyl)-guanidins. 











CH, CH 
ett — 0, oe Tl 
\nH, OH, N—CH, 
C CH, 
+ H,0 N-—CH, in0 HNg—CH, 
—NE - | =o, ? 
N—-CH, H,N-—CH, 


bis 132°) und Eigenschaften identisch mit der von Johnson 
und Bailey beschriebenen) Verbindung. 


Dichlorhydrat: 99,2 mg (imal umgeléste, 8 Stdn. steigend von 
55 auf 115° tiber P,O, und 12 mm getrocknete) Substanz verlieren 0,6 mg. 


C,H,,N,Cl,-H,O (165,0) Ber. H,O 10,91 %, Gef. 0,55 °/, 


8,869 mg Substanz gaben 3,505 mg CO, und 2,970 mg H,0. 

2,180 mg __sé,, » 0,376 ccm N, (23°, 755 mm, itiber 
50°/,iger KOH). 

4,519 mg Substanz gaben 8,870 mg AgCl. 

C,H,,N,Cl, (147,0) 

Ber. C 24,49%, H 8,23°% N 19,06°/, Cl 48,24 °, 

Gef. ,, 24,71 5, 8,59 » 19,76 > 48,55 

Dipikrat: 3,668 mg (4mal umgeléste, exsiccatortrockn.) Substanz 


(mit Zersetzungsp. 225°) gaben 4,590 mg CO, und 1,070 mg H,0. 
3,230 mg Substanz gaben 0,587 ecm N, (25°, 761 mm, 50 °/, KOH), 


C,;H,,0,,N. (582,2) Ber. C 38,82°, H 8,03°%, N 21,06%, 
Gef. ,, 34,12 » 3,26 9 20,87 


Durch Erhitzen mit festem Kaliumhydroxyd setzten wir 
die Base in Freiheit und brachten sie ohne vorherige Reini- 
gung zur Kinwirkung auf Isothioharnstoff-S-athylither-hydro- 
bromid. Unter Mercaptanentbindung ging der Umsatz glatt 
vonstatten. 





) A. a. O. 8. 2142. Die Autoren fihren eine gutstimmende N-Best. 
fir ein Monohydrat an, aber nur diese. Die Totalanalyse zeigte 
jedoch, daB die Verbindung ohne Krystallwasser vorliegt; da sie auBerst 
hygroskopisch ist, dirfte in der titierten Arbeit ein Analysenfebler 
unterlaufen sein. 
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NH, OH, H NH, 
80,8, + H8—ca,—cu, nl + ,6,81_d a 
eS ee a 
NH, CH, H NH, 
bN_on,—cu,—n—4 t), 
Nu-HB: ao 


Nach Entfernung des Thioalkohols lieB sich aus der wib- 
rigen Bromhydratlésung mittels Natriumpikrat ein sehr schwer 
lésliches Pikrat vom Schmelzp. 241° (korr.) und mittels pikrolon- 
saurem Natrium ein noch schwerer lésliches Pikrolonat (diinne 
glitzernde Prismen, Zersetzungsp. 283/284° korr.) abscheiden. 
Die Analysen bestitigten, daB die Salze des zweisaiurigen Di- 
guanyl-methyl-aithylendiamins vorlagen. 

Dipikrat: 4,589 mg (1 Std. bei 55° und 12 mm getrockn.) Substanz 
gaben 5,570 mg CO, und 1,235 mg H,O. 

2,680 mg Substanz gaben 0,618 ecm N, (19°, 765 mm 50°/,ige KOH) 

4,450 mg andere Substanz gaben 5,365 mg CO, und 1,315 mg H,0. 

3,402 mg Substanz gaben 0,788 ccm N, (19°, 765 mm, 50°/,ige KOH). 

Cy7Hy90,4Niz (616,3) 
Ber. C 38,10°/, H 3,27°/, N 27,28°/, 
Gef. ,, 83,10 32,88  ,, 83,01 3,80  ,, 27,14 27,26 


Dipikrolonat: 4,149 mg (2mal aus viel Wasser, 1 Std. bei 55° u. 
12mm getr.) Substanz gaben 6,610 mg CO, und 1,680 mg H,0. 
2,240 mg Substanz gaben 0,562 ccm N, (16°, 749 mm, 50°/,ige KOH). 
CysH5o0,9N,, (686,38) Ber. C 43,729), H 4,419), N 28,57%, 
Gef. ,, 48,45 »» 4,40 » 28,68 
Das Pikrat wurde in der iiblichen Weise in das Chlor- 
hydrat tibergefithrt (charakteristische, diinne Plittchen mit sechs 
paarweis parallelen, verschieden langen Kanten), aus dessen salz- 
saurer Lésung Goldchlorid ein hellgelbes Krystallpulver fallte. 
Beim Umlésen aus 70° warmer verdiinnter Salzsiiure erschien 
dieses in gelbroten, kleinen, schief abgeschnittenen Prismen, 
die, besonders in trocknem Zustande, durch ihre gliinzenden 
Flachen auffielen. Der Schmelzpunkt des nicht umgelésten 
Goldsalzes lag bei 228—-230° und stieg nach dem Umkrystalli- 
sieren auf 240—241° (korr., bei 236° schon leichtes Sintern). 


1) Obiges Schema sagt nichts iiber den feineren Mechanismus der 
tion aus, der Gegenstand einer spiiteren Publikation sein wird. 




















Synthese des N-Methyl-N-(3-guanidino-iithyl)-guanidins. [1 


5,040 mg (15 Stdn. tiber P,O, u. 12 mm getr.) Substanz gaben 1,305 mg 
CO,, 0,970 mg H,O und 2,378 mg Au. 

7,296 mg Substanz gaben 1,960 mg CO,, 1,303 mg H,0 u. 3,418 mg Au. 

5,247 mg Substanz gaben 0,461 cem N, (16°, 751 mm, 50°/,ige KOH). 

C,H,,.N,Cl,Au, (888,2) 
Ber. C 7,16, H 1,92°/, N 10,08%/, Au 47,05°/, 
Gef. ,, 7,06 7,82 ,, 2,15 2,00 ,, 10,25 » 47,17 46,84 

Die Beschreibung des Vitiatin-chloraurates paBt also recht 
gut auf unsere Verbindungen, doch besteht im Schmelzpunkt 
zwischen beiden eine sehr erhebliche Differenz. 

Als einziges sonstiges Kriterium stand uns nur noch das 
Verhalten des Vitiatins im Verlaufe der physiologischen Ana~« 
lyse, die Kutscher und Engeland zur Isolierung benutzt ” 
hatten, zur Verfiigung. Die folgende Tabelle stellt die Eigen- 
schaften beider Verbindungen gegeniiber. 








N-Methyl-N-(6-guanidino- 


Vitiatin ithyl)-guanidin 





———— 








Goldsalz: 
Zusammensetzung ')|C,H,,N,-2HC1-2AuCl,] ©C,H,,N,-2HCl-2AuCl, 
Farbe, Krystall- | gelbrote, glinzende | gelbrote, schiefabgeschnit- 
form *) Blatter und Platten | tene Prismen, bes. trocken 
mit gliinzenden Flichen 
Léslichkeit*) | relativ léslich in H,O.| maBig léslich in kaltem 
Wasser 
Chlorhydrat: 
Léslichkeit Wasser leicht léslich Wasser leicht léslich 
Alkohol leicht léslich ») Alkohol leicht léslich 
Fillungen wiBriges Sublimat +- | wi8rigesSublimat fallt nicht ; 
Natr. acetat fallt*) erst auf Zusatz von Natr. 


acetat scheidet sich schweres 
Pulver ab 











1) Z. B. diese Zs. Bd. 51, S. 462 (1907). 

*) Diese Zs. Bd. 57, S. 56 (1908). 

*) Z. B. diese Zs. Bd, 57, 8.55 (1908); Zbl. f. Physiolog. Bd. 21, 
S. 34 (1907). | | 

4) Zbl. f. Physiolog. Bd. 21, 8.587 (1907); Zs. f, Untersuch. d. 
Nahrungs- u. GenuBmittel Bd. 16, S. 659 (1908); diese Zs. Bd. 57, 8. 55 
(1908). | 
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N -Methyl-N-(¢-guanidino- 
ithyl)-guanidin 
Fallungen alkohol. Sublimat falit n| alkohol. Sublimat fallt ; 


Platinat in heiBem | Nach einiger Zeit erschei- 

Wasser léslich?) nen in der mit PtCl, ver- 

setzten Liésung derbe Kry- 

stalle, die beim Erwirmen 
in Lésung gehen 


alkohol. PtCl, fallt*) alkohol. PtC), fallt 
Phosph. Wolframsiure} Phosph. Wolframsiure fillt 
fallt in salzs. Lésung *) in salzs. Lésung 

In dieser Beziehung besteht kein unterschiedliches Ver- 
halten von synthetischem und natiirlichem Produkt. Man ist 
also vor die Wahl gestellt anzunehmen, dab Kutscher dem 
Vitiatin die richtige Konstitution erteilt hat, aber trotz der 
gut stimmenden Analyse kein einheitliches Priparat in der 
Hand gehabt hat, oder aber, daB die bisherige Vitiatinformel 
falsch ist; denn eine wesentliche Differenzierung der vier mdg- 
lichen Guanidine mit der Summenformel C,H, ,N, °) 


CH, CH,—CH,-NH—C—NA, oH  CH,—CH,—NH—C—NH, 
eG 


Vitiatin 














+ ae ! 
NH N NH 
O=NH | aie 
| 
NH, NHCH, 
N-Methyl-N-(6-guanidinoithyl)- N-Methyl-N’-(9-guanidinoiithy])- 
guanidin. . guanidin. 





1) Im Gegensatz zur Angabe im Hoppe-Seyler-Thierfelder, 9. Aufi. 1924, 
S. 205, Zs. f. Untersuch. d. Nahrungs- u. GenuBmittel Bd. 16, S. 659 (1908), 
Wenn an der einen oder anderen Stelle der Arbeitsgiinge von Kutscher 
u. Engeland manchmal die Fallungen ausblieben, so diirften diese Un- 
regelmiBigkeiten in der groBen Verdiinnung der Lésungen sowie in der 
Anwesenheit von fallungshindernden Begleitstoffen ihren Grund finden. 

*) Diese Zs. Bd. 57, 8. 56 (1908). 

®) Diese Zs. Bd. 49, S. 82 (1906); Bd. 57, S. 56 (1908). 

*) Zbl. f. Physiolog. Bd. 19, S. 506 (1906); Bd. 21, S. 33 (1907); 
diese Zs. Bd. 49, S. 81 (1906). | 

5) Oder gar einer fiquimolekularen Mischung von Methyl- und 
Dimethylguanidin; vg]. Ellinger in: Neubauer und Huppert, Analyse 
des Harns, 11. Aufl. 1913, S. 702. | 
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H CH,—CH,—CH,-NH—C—NH, H CH,—CH—NH—C—NH, 


> fips OF edge ode 
b=NH bonn 
NH, | NH, i 


y-Guanidino-propyl-guanidin. 6-Guanidino-isopropyl-guanidin. 
im Verhalten gegen die gepriiften Reagenzien ist kaum zu er- 
warten. Wenn uns auch die erste Annahme wahrscheinlicher 
erscheint, dirfte der endgiiltige Identititsbeweis beider Pripa- 
rate wegen mangelnder Charakterisierung des Naturstoffes nur 
durch direkten Vergleich zu fihren sein. 

Ks ist uns eine angenehme Pflicht, der Direktion der 
Firma Schering, insbesondere dem Leiter des Hauptlabora- 
toriums, Herrn Prof. Dr. Walter Schoeller, fir die viel- 
seitige Unterstiitzung bei der Anfertigung der vorliegenden 
Arbeit unseren aufrichtigsten Dank auch an dieser Stelle aus- 
zusprechen. 














Uber die partiellen Spaltprodukte von Cerebron. 


Von 


E. Klenk. 


(Aus dem physiologisch-chemischen Institut der Universitat Tibingen ) 
(Der Redaktion zugegangen am 24. Dezember 1925.) 


Nach den bis jetzt bekannten experimentellen Feststel- 
lungen kann bei den Cerebrosiden nach Thierfelder?) und 
Rosenheim?) mit groBer Wahrscheinlichkeit angenommen 
werden, daB von den 3 Bausteinen: Fettsiure, Sphingosin und 
Galaktose das Sphingosin den Kern des Molekiils bildet. An 
dieses soll dann die Fettsiure einerseits und die Galaktose 
andererseits jeweils unter Austritt von einem Molekiil Wasser 
angelagert sein. Demnach sollten bei der partiellen Spaltung 
je nach Art der Bedingungen zwei verschiedene Substanzen, 
die beide Sphingosin enthalten, auftreten kénnen. In der 
einen miiBte die Bindung mit der Galaktose, in der andern 
die Bindung mit der Fettsiure noch vorhanden sein. 

Versuche in dieser Richtung fiihrte ich auf Anregung von 
Herrn Prof. Thierfelder aus und zwar zunichst mit dem 
best charakterisierten Cerebrosid, dem Cerebron. Sie hatten 
in der Tat das erwartete Ergebnis. 

Das galaktosehaltige partielle Spaltprodukt ist eine aus- 
gesprochene Base. In ihr ist die dem Sphingosin angehérende 
Aminogruppe frei, denn der ganze Stickstoff wird als Amino- 
stickstoff abgegeben. Man hat anzunehmen, daB diese Amino- 


‘) Diese Zs. Bd. 89, S, 248 (1914). 
*) Biochem. Jl. Bd. 10, S. 142 (1916). 
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gruppe bei der Abspaltung der Fettsiure frei wurde. Weitere 
Einzelheiten tiber die Konstitution dieser Base sind noch nicht 
bekannt.. Durch die nihere Untersuchung kann man vielleicht 
aber die Art der Bindung zwischen Galaktose und Sphingosin 
in dem Cerebron Aufschlu8 erhalten; insbesondere miiBte sich 
auch durch einen Vergleich mit den entsprechenden Kérpern 
der andern Cerebroside die Frage entscheiden lassen, ob die 
Art dieser Bindung in allen Cerebrosiden dieselbe ist, oder 
ob man — worauf Thierfelder') hinweist — mit verschie- 
denen Bindungsarten zu rechnen hat. 

Das andere partielle Spaltprodukt kann dem ganzen Ver- 
halten nach in Ubereinstimmung mit den bisherigen Ansichten 
iiber den Bau der Cerebroside als Cerebronyl-N-Sphingosin 


C,,H,,- CHOH-CO—NH-CH,-CHOH-CHOH-CH:CH-C,,Hy, 
angesprochen werden. 


Schon Thudichum?) gibt an, diese Substanzen aus seinem Phre- 
nosin, das noch kein reiner Kérper war, aber dessen wesentlicher Be- 
standteil offenbar mit dem Cerebron iibereinstimmte, erhalten zu haben. 
Die aus dem Phrenosin durch Abspaltung der Fettsiiure entstandene 
Substanz nennt er Psychosin, die durch Galaktoseabspaltung entstandene 
Asthesin. Zum Psychosin kam er durch Spaltung mit alkoholischer 
Schwefelsiiure oder mit Bariumhydroxyd; zum Asthesin durch Spaltung 
mit wiBriger Schwefelsiiure. Von diesen Spaltverfahren erwies sich 
bei der Nachpriifung nur die Barytmethode, bei der Psychosin erhalten 
wurde, als brauchbar. Die andern, und gerade auch dasjenige, welches 
er bei seinem ,,Hauptexperiment*‘ anwendet, fiihren nicht zum Ziel. Es 
ist dies wohl auch einer der Griinde dafiir, daB diese Befunde von 
Thudichum bis jetzt kaum beachtet und noch von keiner Seite be- 
stitigt wurden. 


Die von mir durch Barytspaltung aus dem Cerebron ge- 
wonrene Base ist wohl identisch mit dem auf ihnliche Weise 





1) Albderhaldens Handbuch der biolog. Arbeitsmethoden, Abt. I, 
Teil 6, Heft 1, S. 167 (1922). 

2) Die chemische Konstitution des Gehirns des Menschen und der 
Tiere, Fr. Pietzcker 1901, 8.196. Reports of the Medic. Offic. of the 
Privy Council and Local Government Board. New Series No. VIII 
London 1876, S. 134. Ninth Annual Report of the Local Government 
Board 1879—80. Supplement containing the Report of the Medic. Offic. 
for 1879. London 1880, S. 162. 
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dargestellten Psychosin, das Thudichum schon vor 50 Jahren 
in Hinden hatte. ? : 

Mein anderes Produkt dagegen ist mit dem Asthesin nicht 
identisch. Doch soll die Méglichkeit, daB das Asthesin ein 
noch unreines Cerebronyl-N-Sphingosin war, nicht bestritten 
werden, — 

Das verwendete Cerebron wurde mir von Herrn Prof. 
Thierfelder zur Verfiigung gestellt, dem ich dafiir bestens 
danke. Es waren durchweg schon recht reine Praparate, die 
bei der Krystallisationsprobe nach Thierfelder’) vdllig ein- 
heitlich krystallisierten. Bei der Priifung auf Phosphor gaben 
nach Veraschen mit Soda und Salpeter 0,03 g Substanz mit 
molybdinsaurem Ammoniak eine gerade noch wahrnehmbare 
Gelbfirbung, ohne daB sich ein Niederschlag absetzte. 


Psychosin. 


4g fein gepulvertes Cerebron werden mit 8 g Barium- 
hydroxyd in 80 ccm Wasser in einem zugeschmolzenen Rund- 
kolben ,7 Stunde: im kochenden Wasserbad erhitzt. Nach dem 
Erkalten wird abgesaugt, der Filterriickstand mit Wasser nach- 
gewaschen und im Vakuum iber Schwefelsiure getrocknet. 
Die pulverisierte Substanz kocht man mit 50ccm 96 °/,igem 
Athylalkohol aus, filtriert hei8 vom Ungelésten ab u. extrahiert 
den Filterriickstand noch einmal auf dieselbe Weise mit der 
gleichen Menge Alkohol. Aus dem ersten alkoholischen Aus- 
zug scheidet sich beim Abkiihlen auf Zimmertemperatur das 
der Kinwirkung des Baryts entgangene Cerebron ab; die ent- 
sprechende Abscheidung des zweiten Auszugs ist nur noch 
sehr gering. Die Niederschlige werden abfiltriert. Die Ge- 
samtmenge des zuriickgewonnenen Cerebrons betrigt 0,92 g. 
Die alkoholischen Lésungen euthalten jetzt in der Haupt- 
sache nur noch das Psychosin. Man vereinigt sie, engt im 
Vakuum auf ein Volumen von etwa 30 ccm ein, fallt die Base 
als Sulfat mit verdiinnter alkoholischer Schwefels’ure aus, 
wobei ein Uberschu8 zu vermeiden ist, und krystallisiert das 





1) Léning u. Thierfelder, Diese Zs. Bd. 68, S. 464 (1910). 
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 abfiltrierte Sulfat schlieBlich noch aus 500 ccm absolutem 
Alkohol um. Die Ausbeute betrigt 1,56 g, das sind 65°/, 
der Theorie; wird die Menge des ungespaltenen Cerebrons mit 
in Rechnung gesetzt, so steigt sie auf 81 °/,. 

Zur Analyse wird die Substanz im Vakuum iiber Schwefel- 
siure getrocknet. 


Die Schwefelsiiure wurde nach Pringsheim’), der Stickstoff nach 
der Mikrokjeldahlmethode von Folin’), der Aminostickstoff nach van 
Slyke, die Jodzahl nach Rosenheim und Kuhnhenn*) unter Be- 
nutgung des von E. Klenk‘) angegebenen Mikroverfahrens, die Galak- 
tose nach Bertrand in der von Hermann Léning und H. Thier- 
felder®) angegebenen Ausfiihrung bestimmt. 

0,1025 g Substanz gaben 0,2106 g CO, und 0,0874 g H,0. 

0,3081 (0,2528) g Substanz gaben 0,0700 (0,0580 g) BaS0,. 

20,074 mg Substanz erforderten 4,00 cem n/100 H,SOQ,. 

25,44 mg Substanz gaben 1,32 (1,28) cem N (739 mm, 31°). 

Mittelwert von 3 Blindversuchen: 0,057 cem N (739 mm, 31°). 

0,0409 (0,0351) g Substanz erforderten 1,65 (1,40) cem n/10-Brom- 
lésung. 

0,0800 g Substanz erforderten 4,9 cem Kaliumpermanganatlisung. 
22,42 ecm der Permanganatlésung entsprachen 223,715 mg Cu. 

CygH,,0;N + */pH,SO, (496,52) 


C H S N Amino-N Jodzahl Galaktose 

Ber. 55,61°/, 9,34°/, 3,28°/, 2,82°/, —~ 51,1 36,25, 

Gef. 56,0 9,5 sie Ts 2,72 51,2 32,5*) 
8,15 2,64 50,6 


Ein anderes Priiparat, das aus dem umkrystallisierten Sulfat er- 
halten wurde durch Zuriickverwandlung in die freie Base und noch- 
malige Uberfiihrung derselben in das Sulfat, wurde analysiert, ohne es 
aus Alkohol umzukrystallisieren, in der Annahme, da8 der etwas hohe 
Koblenstoffgehalt verursacht sein kénnte durch eine beim Umkrystalli- 
sieren erfolgte teilweise Abspaltung von Schwefelsiure. 





*) Auch bei den Cerebrosiden bekommt man nach dieser Bestim- 
mungsmethode zu niedere Werte. Die Fehlerquelle konnte noch nicht 
ermittelt werden. 

1) Chem. Ber. Bd. 41, 3, S. 4267 (1908). 

*) Edlbacher in Hoppe-Seyler-Thierfelder, Handbuch der physiol. 
und pathol. chemischen Analyse. 9. Auflage, Springer 1924, S. 836. 

*) Ztschr. fiir Unters. der Nahrungs- u, GenuBmittel Bd. 46, S. 154 
(1928). 

*) Diese Zs. Bd. 145, §. 248 (1925). 

5) Diese Zs. Bd. 77, S. 204 (1912). 













































78 E. Klenk, 


0,1015 g Substanz gaben 0,2081 g CO, und 0,0864g H,0. 
Gef. C 55,9%, H 9,5 °/, 


Das Psychosinsulfat beginnt bei 170° zusammen zu sintern 
und sich braun zu farben, bei 225° schmilzt es unter lebhafter 


Zersetzung, 


In Wasser lést sich das Salz leicht auf. Die Lésung ist | 


vollig klar und zeigt groBe Neigung zur Schaumbildung. Ks 
lést sich in etwa 40 Volumteilen kochendem Methylalkohol, 


und scheidet sich aus der Liésung langsam in warzenférmigen [| 


Gebilden aus, die als harte Krusten an Boden und Wandung 
des GefaBes haften und die aus einem dichten Haufen radial 


nach allen Richtungen ausstrahlender SpieBe bestehen, In Ff 


Athylalkohol ist es noch merklich schwerer léslich wie in 
Methylalkohol, in Ather unléslich. 

Uber die freie Base kann ich noch keine naheren An- 
gaben machen. Bis jetzt habe ich sie nicht in krystallisiertem 
Zustand erhalten, doch werde ich bei anderer Gelegenheit 
wieder darauf zuriickkommen. Dort soll auch noch die optische 
Aktivitit genauer ermittelt werden. Bei einer verdiinnten 
wiBrigen Lésung des Sulfats lieB sich eine Drehung nicht mit 
Sicherheit feststellen. 

Das von Thudichum angegebene Darstellungsverfahren 
fiir das Psychosin durch Spaltung mit alkoholischer Schwefel- 
siure fihrt erfahrungsgemaé8 zur vollstindigen Spaltung der 
Cerebroside. Dagegen erhailt man Psychosin nach seiner 
Barytmethode, doch tritt — im Gegensatz zu dem von mir 
benutzten Verfahren — infolge der groBen Barytkonzentration 
auBer der Fettsiureabspaltung noch weitergehende Zersetzung 
unter Farbstoffbildung ein. Thudichum analysiefte die freic 
Base und erhielt die der Theorie entsprechenden Werte: 


C H N 
C.3H,,0,N (447,5) Ber. 61,71, 10,14, 8,13°/, 
Gef. 61,86 10,09 2,88 
61,32 10,09 3,04 
Cerebronyl-N-Sphingosin. 


10 g Cerebron werden in einem Gemisch von 270 ccm 
Kisessig und 30 ccm 10°/,ige Schwefelsiure durch Erwarmen 
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in einem mit Steigrohr versehenen Kolben geliést und 42 Min. 
im siedenden Wasserbad erhitzt.*) Die Lésung bleibt voll- 
kommen farblos. Ohne Riicksicht auf den beim Abkihlen 


auftretenden Niederschlag zu nehmen, gibt man nach dem 


Erkalten 500 com Wasser und soviel 33°/,ige Natronlauge 
gu, daB die Lésung gerade noch schwach sauer bleibt, schiittelt 
in einem Scheidetrichter mit etwa 2 Liter Ather durch, wobei 


der Niederschlag in Liésung geht und trennt die waBrige 


Schicht, die die abgespaltene Galaktose enthalt, ab. Die athe- 
rische Lésung wird jetzt mit einem Uberschu8 von verdtinnter 
Natronlauge geschiittelt. Es fallt ein voluminéser Niederschlag 
aus, Die Trennung erfolgt durch Zentrifugieren, wobei sich 
8 Schichten bilden, Nachdem die obere klare Atherische 
Schicht (A) abgegossen ist, 14Bt sich der zum Kuchen gepreBte 
Niederschlag (B) leicht von der unteren alkalischen, wiBrigen 
Schicht abheben. 

A. Nach Abdestillieren des Athers wird der Rickstand 
(2,7 g) in 20 com Aceton durch Erwairmen aufgenommen. Eine 
kleine Menge zuckerhaltige Substanz bleibt ungelést, von der 
hei8 abfiltriert wird. Beim Abkihlen im Eisschrank scheidet 
sich aus der Lisung das Cerebronyl-N-Sphingosin aus. Man 
saugt ab, lést die Substanz zur weiteren Reinigung in 15 ccm 
heiBem Methylalkohol, setzt wenig methylalkoholische Blei- 
acetatlésung und methylalkoholisches Ammoniak zu, kocht kurz 
auf und filtriert vom entstandenen Niederschlag hei8 ab. Das 
Cerebronyl-N-Sphingosin bleibt in Lésung und fallt beim Ab- 
kihlen gréBtenteils aus. Der abgesaugte Niederschlag wird 
noch einmal aus Aceton umkrystallisiert, wobei ein kleiner 
Teil ungelést bleibt, von dem abfiltriert wird. Auch nach dem 
Umkrystallisieren enthalt die Substanz immer noch Spuren 
von Blei. Um diese zu entfernen, lést man sie in 15 ccm 
heiSem Methylalkohol, leitet Schwefelwasserstoff ein, filtriert 
hei®, nétigenfalls unter Verwendung von wenig Kieselgur, von 





*) Diese Spaltmethode benutzte schon friiher Herr Prof. Thier- 
felder bei bis jetzt noch unveréffentlichten Versuchen, in welchen 
ebenfalls die Isolierung von partiellen Spaltprodukten des Cerebrons 
angestrebt wurde. 
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0,1015 g Substanz gaben 0,2081 g CO, und 0,0864g H,0. 
Gef. C 55,9°, H 9,5°/, 

Das Psychosinsulfat beginnt bei 170° zusammen zu sintern 
und sich braun zu farben, bei 225° schmilzt es unter lebhafter 
Zersetzung, 

In Wasser lést sich das Salz leicht auf. Die Lésung ist 
yollig klar und zeigt groBe Neigung zur Schaumbildung. Es 


lést sich in etwa 40 Volumteilen kochendem Methylalkohol, : 


und scheidet sich aus der Lisung langsam in warzenférmigen 
Gebilden aus, die als harte Krusten an Boden und Wandung 
des GefaiBes haften und die aus einem dichten Haufen radial 
nach allen Richtungen ausstrahlender SpieBe bestehen, In 
Athylalkohol ist es noch merklich schwerer léslich wie in 
Methylalkohol, in Ather unléslich. 

Uber die freie Base kann ich noch keine naheren An- 
gaben machen. Bis jetzt habe ich sie nicht in krystallisiertem 
Zustand erhalten, doch werde ich bei anderer Gelegenheit 
wieder darauf zuriickkommen. Dort soll auch noch die optische 
Aktivitit genauer ermittelt werden. Bei einer verdiinnten 
wiBrigen Liésung des Sulfats lieB sich eine Drehung nicht mit 
Sicherheit feststellen. 

Das von Thudichum angegebene Darstellungsverfahren 
fir das Psychosin durch Spaltung mit alkoholischer Schwefel- 
siure fihrt erfahrungsgemi8 zur vollistindigen Spaltung der 
Cerebroside. Dagegen erhalt man Psychosin nach seiner 
Barytmethode, doch tritt — im Gegensatz zu dem von mir 
benutzten Verfahren — infolge der groBen Barytkonzentration 
auBer der Fettsiureabspaltung noch weitergehende Zersetzung 
unter Farbstoffbildung ein. Thudichum analysierte die freie 
Base und erhielt die der Theorie entsprechenden Werte: 


C H N 

C,3H,;0,N (447,5) Ber. 61,71, 10,14 %/, 8,18°/, 
Gef. 61,86 10,09 2,88 
61,32 10,09 3,04 


Cerebrony]-N-Sphingosin. 
10 g Cerebron werden in einem Gemisch von 270 ccm 
Kisessig und 30 ccm 10°/,ige Schwefelsiure durch Erwarmen 
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in einem mit Steigrohr versehenen Kolben gelést und 42 Min. 
im siedenden Wasserbad erhitzt.*) Die Liésung bleibt voll- 
kommen farblos. Ohne Riicksicht auf den beim Abkiihlen 
auftretenden Niederschlag zu nehmen, gibt man nach dem 
Erkalten 500 com Wasser und soviel 33°/,ige Natronlauge 
zu, daB die Lésung gerade noch schwach sauer bleibt, schiittelt 
in einem Scheidetrichter mit etwa 2 Liter Ather durch, wobei 
der Niederschlag in Lésung geht und trennt die wiifrige 
Schicht, die die abgespaltene Galaktose enthilt, ab. Die athe- 
rische Lésung wird jetzt mit einem Uberschu8 von verdiinnter 
Natronlauge geschiittelt. Es fallt ein voluminéser Niederschlag 
aus, Die Trennung erfolgt durch Zentrifugieren, wobei sich 
8 Schichten bilden. Nachdem die obere klare iAtherische 
Schicht (A) abgegossen ist, l4Bt sich der zum Kuchen gepreBte 
Niederschlag (B) leicht von der unteren alkalischen, wiBrigen 
Schicht abheben. 

A. Nach Abdestillieren des Athers wird der Riickstand 
(2,7 g) in 20 ccm Aceton durch Erwirmen aufgenommen. Kine 
kleine Menge zuckerhaltige Substanz bleibt ungelést, von der 
hei8 abfiltriert wird. Beim Abkihlen im Hisschrank scheidet 
sich aus der Liésung das Cerebronyl-N-Sphingosin aus. Man 
saugt ab, lést die Substanz zur weiteren Reinigung in 15 ccm 
heiBem Methylalkohol, setzt wenig methylalkoholische Blei- 
acetatlésung und methylalkoholisches Ammoniak zu, kocht kurz 
auf und filtriert vom entstandenen Niederschlag heiB ab. Das 
Cerebronyl-N-Sphingosin bleibt in Lésung und fallt beim Ab- 
kithlen gréBtenteils aus. Der abgesaugte Niederschlag wird 
noch einmal aus Aceton umkrystallisiert, wobei ein kleiner 
Teil ungelést bleibt, von dem abfiltriert wird. Auch nach dem 
Umkrystallisieren enthalt die Substanz immer noch Spuren 
von Blei. Um diese zu entfernen, lést man sie in 15 ccm 
heiBem Methylalkohol, leitet Schwefelwasserstoff ein, filtriert 
hei8, nétigenfalls unter Verwendung von wenig Kieselgur, von 





*) Diese Spaltmethode benutzte schon friither Herr Prof. Thier- 
felder bei bis jetzt noch unverdffentlichten Versuchen, in welchen 
ebenfalls die Isolierang von partiellen Spaltprodukten des Cerebrons 
angestrebt wurde. 
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dem Bleisulfid ab. SchlieBlich krystallisiert man den aus der | 
methylalkoholischen Liésung beim Abkihlen im Eisschrank | 
ausgefallenen und abgesaugten Niederschlag aus Aceton um. | 
Die Ausbeute betrigt 0,57 g. Zur Analyse wird die Substanz | 
im Vakuum iiber Phosphorpentoxyd bei 57° getrocknet. a 


0,1010 g Substanz gaben 0,2799 g CO, u. 0,1162 g H,O. : 
0,0335 g »  erforderten 4,55 cem n/100-H,SO, (Mikrokjeldahi 4 
nach Folin). . 
0,0500 g Substanz erforderten 1,53 ccm n/10-Bromlésung (Rosen- || 
heim und Kuhnhenn). 1 4 
| ‘eC H N  Jodzahl 
Fir ©,;H,,0,N (665,9) Ber. %5,72°/,  12,56°/, 2,10, 38,1 
Gef. %5,6 12,9 1,90 388 ff 
Die Substanz ist zuckerfrei. Die Probe von Molisch fallt 4 
auch nach langerem Stehen negativ aus. Desgleichen erfordert : 
eine Menge von 0,1244 g Substanz nach erfolgter Hydrolyse bei der : 
nach Bertrand ausgefitthrten Zuckerbestimmung keinen gréBeren | 
Permanganatverbrauch wie beim blinden Versuch. Die Lis- | 
lichkeit ergibt sich aus der Darstellung. Die gereinigte Sub- 
stanz lést sich in Ather bei gewéhnlicher Temperatur sehr | 
schwer, leicht beim Erwarmen. Sie krystallisiert aus Aceton | 
in Spharolithen mit zentrisch-radialfaseriger Struktur und stach- | 
liger Oberfliiche, vereinzelt treten auch solche ohne Struktur | 
mit glatter Oberfliche auf. Die geschmolzene und wieder er- 
starrte Substanz schmilzt bei 883—84°. Zur Bestimmung der 
optischen Drehung reichte das vorhandene Material nicht aus. 
B. Man zerreibe den Niederschlag in einer Reibschale mit 
einer verdiinnten, waBrigen Bariumchloridliésung. Die gelatinése 
Masse geht dabei in kérnigen Zustand iiber und es wird noch 
etwas Ather ausgepreBt. Nachdem durch schwaches Erwarmen 
der Ather entfernt ist, saugt man den Niederschlag ab, wascht 
gut mit Wasser nach, trocknet, pulverisiert und extrahiert in 
einem kleinen Soxhletapparat mit Ather. Man verwende einen 
Apparat, bei welchem das Extraktionsgut durch die aufsteigen- 
den Atherdimpfe erwirmt wird. Der Hiilseninhalt mu8 von 
Zeit zu Zeit herausgenommen, wieder getrocknet und pulveri- 
siert werden. Mit der Extraktion ist so lange fortzufahren 
bis nichts mehr gelést wird. 
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Der atherlésliche Teil wird nach Abdestillieren des Athers 
aus 40 com Aceton umkrystallisiert. Dabei bleibt ein kleiner 
Teil ungelést, von dem abfiltriert wird. Die Substanz ist noch 


zuckerhaltig. 


0,1040 g Substanz erforderten 0,9 ccm Kaliumpermanganatlisung. 
22,42 eem der Kaliumpermanganatlésung entsprachen 228,775 mg Cu. 
Galaktose: Gef. 4,5 °/,. 


Bei der nachfolgenden Reinigung mit methylalkoholischem 
Bleiacetat, wie unter A. beschrieben, wird auch der zucker- 
haltige Bestandteil véllig entfernt. Das ganze Reinigungs- 
verfahren ist hier noch ein zweites Mal zu wiederholen. Aus- 
beute 0,90 g. 

Die so gereinigte, schlieBlich noch aus Aceton umkrystalli- 
sierte Substanz schmilzt unter denselben Bedingungen wie oben 
bei 86—87°. Die Léslichkeit entspricht dem Kérper von A. 
Die Abscheidung aus Aceton ist deutlich krystallin, doch erhilt 
man kein einheitliches mikroskopisches Bild; trotzdem gibt 
die Analyse die fiir Cerebronyl-N-Sphingosin berechneten Werte. 

0,1069 g Substanz gaben 0,2962 g CO, u. 0,1213 g H,O. 

0,0406 g »  erforderten 5,70 ccm n/100-H,SO, (Mikrokjeldah} 
nach Folin). 


0,0649 g Substanz erforderten 1,90 ccm — (Rosen- 
heim und Kuhnhenn), 


C H N Jodzahl 
Gef. 15,6 %/, 12,7 %/, 1,97 °/, 37,2 
Bei Versuchen zur Darstellung des Phenyl- bzw. Naphtyl- 
urethans von Cerebronyl-N-Sphingosin mittels Phenyl- bzw. 
Naphtylisocyanat lieBen sich keine krystallisierenden Produkte 
fassen. Dagegen kommt man durch Benzoylieren mit m-Nitro- 
benzoylchlorid zu einem gut charakterisierten Derivat. 
Tri-m-Nitrobenzoyl-[Cerebronyl-N-Sphingosin]. Es 
wurden 0,2 g Cerebronyl-N-Sphingosin von A. in 1 com Pyridin, 
0,3 g m-Nitrobenzoylchlorid in 1 ccm Chloroform gelést. Man 
mischt beide Lésungen und liBt 1 Tag stehen, gibt dann etwa 
30 cem Ather zu, schiittelt in einem Scheidetrichter nach- 
einander mit verdiinnter Schwefelsiure, Natronkauge und schlieB- 
lich mit Wasser. Die mit Natriumsulfat getrocknete itherische 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CLIII. 6 
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dem Bleisulfid ab. SchlieBlich krystallisiert man den aus der || 

methylalkoholischen Liésung beim Abkihlen im Lisschrank | 

ausgefallenen und abgesaugten Niederschlag aus Aceton um. | 

Die Ausbeute betrigt 0,57 g. Zur Analyse wird die Substanz 

im Vakuum iiber Phosphorpentoxyd bei 57° getrocknet. 
0,1010 g Substanz gaben 0,2799 g CO, u. 0,1162 g H,0. 


0,0335 g »  erforderten 4,55 cem n/100-H,SO, (Mikrokjeldahl 
nach Folin). 


0,0500 g Substanz erforderten 1,53 cem n/10-Bromlésung (Rosen- 
heim und Kuhnhenn). 


C H N Jodzahl 
Fir C,,H,,0,N (665,9) Ber. 75,72, 12,56, 2,10°/, 38,1 
Gef. 75,6 12,9 1,90 . 38,8 
Die Substanz ist zuckerfrei. Die Probe von Molisch fallt 
auch nach lingerem Stehen negativ aus. Desgleichen erfordert 
eine Menge von 0,1244 g Substanz nach erfolgter Hydrolyse bei der 
nach Bertrand ausgefiihrten Zuckerbestimmung keinen gréBeren 
Permanganatverbrauch wie beim blinden Versuch. Die Lés- 
lichkeit ergibt sich aus der Darstellung. Die gereinigte Sub- 
stanz lést sich in Ather bei gewdhnlicher Temperatur sehr 
schwer, leicht beim Erwirmen. Sie krystallisiert aus Aceton 
in Spharolithen mit zentrisch-radialfaseriger Struktur und stach- 
liger Oberfliche, vereinzelt treten auch solche ohne Struktur 
mit glatter Oberfliche auf. Die geschmolzene und wieder er- 
starrte Substanz schmilzt bei 883—84°. Zur Bestimmung der 
optischen Drehung reichte das vorhandene Material nicht aus. 
B. Man zerreibe den Niederschlag in einer Reibschale mit 
einer verdiinnten, wiBrigen Bariumchloridlésung. Die gelatinése 
Masse geht dabei in kérnigen Zustand iiber und es wird noch 
etwas Ather ausgepreBt. Nachdem durch schwaches Erwirmen 
der Ather entfernt ist, saugt man den Niederschlag ab, wascht 
gut mit Wasser nach, trocknet, pulverisiert und extrahiert in 
einem kleinen Soxhletapparat mit Ather. Man verwende einen 
Apparat, bei welchem das Extraktionsgut durch die aufsteigen- 
den Atherdimpfe erwirmt wird. Der Hiilseninhalt muB von 
Zeit zu Zeit herausgenommen, wieder getrocknet und pulveri- 
siert werden. Mit der Extraktion ist so lange fortzufahren 
bis nichts mehr gelést wird. 
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Der atherlésliche Teil wird nach Abdestillieren des Athers 
aus 40 ccm Aceton umkrystallisiert. Dabei bleibt ein kleiner 
Teil ungelést, von dem abfiltriert wird. Die Substanz ist noch 
zuckerhaltig. | 

0,1040 g Substanz erforderten 0,9 cem Kaliumpermanganatlisung. 

22,42 cem der Kaliumpermanganatlésung entsprachen 223,775 mg Cu. 

Galaktose: Gef. 4,5 °/,. 

Bei der nachfolgenden Reinigung mit methylalkoholischem 
Bleiacetat, wie unter A. beschrieben, wird auch der zucker- 
haltige Bestandteil véllig entfernt. Das ganze Reinigungs- 
verfahren ist hier noch ein zweites Mal zu wiederholen. Aus- 
beute 0,90 g. 

Die so gereinigte, schlieBlich noch aus Aceton umkrystalli- 
sierte Substanz schmilzt unter denselben Bedingungen wie oben 
bei 86—87°. Die Léslichkeit entspricht dem Kérper von A. 
Die Abscheidung aus Aceton ist deutlich krystallin, doch erhialt 
man kein einheitliches mikroskopisches Bild; trotzdem gibt 
die Analyse die fiir Cerebronyl-N-Sphingosin berechneten Werte. 

0,1069 g Substanz gaben 0,2962 g CO, u. 0,1213 g H,O. 


0,0406 g »  erforderten 5,70 ccm n/100-H,SO, (Mikrokjeldah! 
nach Folin). 


0,0649 g Substanz erforderten 1,90 ccm n/10-Bromlésung (Rosen- 
heim und Kuhnhenn), 


C H N Jodzahl 

Gef. 75,6 %/, 12,7 %/, 1,97 °/, 87,2 
Bei Versuchen zur Darstellung des Phenyl- baw. Naphtyl- 
urethans von Cerebronyl-N-Sphingosin, mittels Phenyl- bzw. 
Naphtylisocyanat lieBen sich keine krystallisierenden Produkte 
fassen. Dagegen kommt man durch Benzoylieren mit m-Nitro- 

benzoylchlorid zu einem gut charakterisierten Derivat. 

Tri-m-Nitrobenzoyl-(Cerebronyl-N-Sphingosin]. Es 
wurden 0,2 g Cerebronyl-N-Sphingosin von A. in 1 ccm Pyridin, 
0,3 g m-Nitrobenzoylchlorid in 1 ccm Chloroform geliést. Man 
mischt beide Lésungen und laBt 1 Tag stehen, gibt dann etwa 
30 com Ather zu, schiittelt in einem Scheidetrichter nach- 
einander mit verdiinnter Schwefelsiure, Natronlauge und schlieB- 
lich mit Wasser. Die mit Natriumsulfat getrocknete itherische 
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Lésung hinterlaBt beim Verdunsten des Athers einen festen 
Riickstand, der in 15 ccm heiBem absoluten Alkohol auf- 
genommen wird. Den beim Abkiihlen der Lésung auf 30—25° 
aufgetretenen Niederschlag saugt man rasch ab und krystallisiert 
ihn noch 2mal aus absolutem Alkchol um. Die Ausbeute 
betragt 0,15 g, das sind 35°/, der Theorie. 


6,978 mg Substanz gaben 0,330 cem N (735 mm, 14°) (Mikrodumas 
nach Preg)). 


Fiir CysH»,0,3N, (1118) Ber. N 5,04 °/, Gef. N 5,32%, 

Die Substanz schmilzt bei 96—97°. Sie lést sich in Ather 
und Aceton leicht auf. Aus absolutem Alkohol krystallisiert 
sie einheitlich in Nadeln, die wirr durcheinander liegen. 


Aus der aithylalkoholischen Mutterlauge des bei 30—25° abgesaugten 
Niederschlages scheidet sich beim weiteren Abkiihlen eine amorphe 
voluminése Substanz aus, die vermutlich ein Gemisch des Di- und Tri- 
Nitrobenzoylderivats ist: 


11,840 mg Substanz gaben 0,495 ccm N (731 mm, 24°) (Mikrodumas 
nach Preg)). 

CooHy:0,9N, (1118) Ber. N 5,04°, 
CesHeoOoNs (964) » 9» 4,36 
Gef. ,, 4,73 

Ein Versuch zur Darstellung des Asthesins von Thu- 
dichum, nach der von ihm gegebenen Vorschrift, blieb er- 
folglos. Bei der Analyse seines Kérpers hat er folgende Werte 
gefunden: 

74,83 °/, C 12,73 °/, H 2,35 °/, N. 
Der Kohlenstoffwert lag also um 0,9 °/, 2u niedrig; auch der 
Schmelzpunkt war sehr unscharf. Die Substanz wurde bei 
83—84° weich und schmolz bei 110°. Ein reiner Kérper, wofiir 
iibrigens auch Thudichum sein Produkt keineswegs hielt, lag 
demnach nicht vor. 

In Anbetracht dieser recht unsicheren experimentellen 
Grundlagen halte ich es fir richtig, den Namen Asthesin nicht. 
zu tibernehmen, um so mehr, als sonst auch fiir die ent- 
sprechenden Spaltstiicke der anderen Cerebroside wiederum 
neue Phantasienamen eingefiihrt. werden miiBten. 
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Weitere Studien tiber desmotrope Formen von 2,5-Dioxo- 
piperazinen und Polypeptiden. 
Von 


Emil Abderhalden und Ernst Schwab. 





(Aus dem physiologischen Iustitute der Universitat Halle a. 8.) 
(Der Redaktion zugegangen am 25, Dezember 1925.) 








Nachdem ausreichende Anhaltspunkte fir das Vorkommen 
von Anhydridringsystemen in Proteinen an Hand von vergleichen- 
den Reduktions- und Oxydationsversuchen und anschlieBend 
daran von fiir Carbonylgruppen charakteristischen Farbreaktionen 
gewonnen waren und in einer Reihe von Fallen aus Kiwei8 und 
Peptonen einerseits 2,5-Dioxopiperazine und entsprechende Piper- 
azine isoliert werden konnten, wurde der Ansicht Ausdruck ver- 
liehen, da8B im EKiweiB 2,5-Dioxopiperazine oder Verbindungen ent- 
halten seien, die leicht in solche tibergehen. In der vorjihrigen Zu- 
sammenfassung der Ergebnisse der Forschungen tiber die Struktur 
der Proteine in den Naturwissenschaften hat der eine von uns (A.) 
(12. Jahrg., Heft 36) ausdriicklich hervorgehoben (S. 719): ,,FaBt 
man die mitgeteilten Beobachtungen zusammen, dann darf man 
mit Bestimmtheit zum Ausdruck bringen, da8 der Nachweis 
von 2,5-Diketopiperazinringen im HiweiB geglickt 
ist, wobei die Méglichkeit tautomerer Formen des 
erwihnten Anhydrids gewahrt bleibt“.) In Betracht 


kommen die folgenden Formeln: 
OH 


me 
H H, 
“on, co” | on oo?" 


6* 
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OH OH H 


C-CH C—o 
nZ UN NH NH. 
CH, -C Gass 


OH H OH 
Man kénnte noch als weitere Form anfigen: 
OH H 


C———C 
BNC NH. 
H,- 


In wohl jeder einzelnen experimentellen Arbeit tiber dieses 
Forschungsgebict ist immer wieder auf die tautomeren Formen 
verwiesen worden. Wir betonen das mit allem Nachdruck, 
weil in neuerer Zeit immer wieder von verschiedenen Seiten 
zum Ausdruck gebracht wird, als hatte der eine von uns (A.) die 
Anschauung vertreten, als fande sich im EKiweiB nur die stabile 
Form der 2,5-Dioxopiperazine, und als wiirde die Ablehnung 
dieser Vorstellung gleichbedeutend mit dem Verdikt einer in 
unrichtige Bahnen gelenkten Forschung sein! Gleichzeitig 
entsteht der Anschein, als wire die von anderer Seite ohne 
direkten Beweis geiuBerte Idee, es seien an die Stelle der 
stabilen Anhydridstrukturen labilere zu setzen, neu und kénnte 
unsere Anschauungen ablésen.') Zunichst ist zu bemerken, 
daB wohl Karrer der erste war, der den Versuch unternahm, 
desmotrope Formen von 2,5-Diketopiperazinen und andere ver- 
wandte Formen auf synthetischem Wege zu gewinnen. Wir 
selbst haben, wie oben dargelegt, auch an solche gedacht und 
nicht geruht, bis wir Methoden in Hinden hatten, die uns ge- 
statteten, sowohl die Enolform der 2,5-Dioxopiperazine als 
auch der entsprechenden Dipeptide darzustellen. Die genaue, 
auch biologische Untersuchung dieser Formen ist im Gange 





1) M. Bergmann, Naturwissenschaften Bd. 18, S. 1045 (1925). 
Der gleiche Aufsatz ist auch an anderen Stellen erschienen. — Hans 
Pringsheim, Ebenda §. 1084/88 (1925). Wir wollen mit diesen Fest- 
stellungen keine erneute Aussprache in dieser Angelegenheit eréffnen. 
Die vorliegenden Verdffentlichungen der in Frage kommenden Forscher 
ergeben ein fir jedermann klares Bild der Entwicklung der neueren 
Strukturforschung der Proteine. 
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und wird bald zeigen, in welcher Weise Fermentlésungen und 
ferner Zellen sie verwandeln. 


Die Darstellung der Enolform der 2,5-Dioxopiperazine ge- 
lingt einerseits durch Erhitzen von Dipeptidanhydriden 
mit Aminos&uren in Glycerin, andererseits durch Erhitzen 
von Dipeptiden mit Diphenylamin im Olbad, wahrend es 
nicht gelingt, Dioxopiperazine durch Erhitzen mit Glycerin oder 
Diphenylamin fir sich allein ohne sonstigen Zusatz in ihrer 
ungesattigten Form zu erhalten. Wir fanden nun in Anilin 
ein geeignetes Medium, das es gestattet, Diketopiperazine 
in guter Ausbeute in der Enolform zu erhalten und 
glauben damit der NH,-Gruppe eine besondere Bedeutung bei 
der Bildung der Enolform zuerkennnen zu diirfen. 


Da es gelang, auch Sarkosinanhydrid in seiner Enol- 
form zu erhalten und andererseits wie E. Abderhalden und 
Gebelein®) nachgewiesen haben, w-Amino-isobutter- 
siureanhydrid keine entsprechende Anhydridform liefert, ist 
der eindeutige Beweis fiir die von uns von Anfang an an- 
genommene C==C-Doppelbindung in der Enolform erbracht. 


Enolisierung von Dioxopiperazinen durch Erhitzen mit Anilin. 


Wir erhitzten 2g Glycinanhyrid mit der 4—5 fachen 
Menge Anilin im Olbad 1 Stunde lang bei 205—210°% Das 
Anilin entfernten wir dann durch Extraktion mit Ather, wobei 
das Anhydrid in rein weiBem Zustand zuriickblieb. Die Sub- 
stanz zeigte die friiher*) beschriebenen Eigenschaften des eno- 
lisierten Glycinanhydrids. Die Umlagerung in die Enolform 
verlauft jedoch nicht quantitativ, wie die Benzoylierung des 
aus dem Anhydrid dargestellten Dipeptids ergab. 

Benzoylierung des aus dem enolisierten Glycinanhydrid 
erhaltenen Dipeptids. 1g Anhydrid wurde in 10 ccm Normal- 
natronlauge gelést. Es wurde sodann mit 10 ccm normaler Jod- 
wasserstofisiure neutralisiert. Der nach dem Verdampfen im 





1) Diese Zs. im Erscheinen (1926). 
2) Diese Zs. Bd. 149, S. 100 (1925). 
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Vakuum verbliebene Riickstand wurde zur Entfernung des 
Natriumjodids mit absolutem Alkohol extrahiert. 0,8 g Di- 
peptid wurden in wenig Wasser gelést und in Gegenwart von 
iiberschiissigem Natriumbicarbonat mit 1,7 g (2 Mol.) Benzoyl- 
chlorid bis zum Verschwinden des Geruchs geschiittelt. Nach 
beendeter Reaktion wurde mit Salzsiiure angesiuert; der ent- 
standene Niederschlag wurde abfiltriert, getrocknet und zwecks 
Entfernung der Benzoesiiure mit Ligroin ausgekocht. Der 
Riickstand wurde aus Alkohol, worin er sich sehr leicht léste, 
umkrystallisiert; es wurden weibe Nidelchen erhalten, die be: 
213° unter Zersetzung schmolzen. Die Substanz gibt beim 
Kochen mit Ninhydrin keine Blaufairbung. Nach dem Analysen- 
resultat lag eine Monobenzoylverbindung des Glycy!- 
glycins vor. Da sich die Verbindung in Schmelzpunkt und 
Léslichkeit vom bekannten Benzoylprodukt des gewéhnlichen 
Glycyl-glycins unterscheidet, stellt sie ein Derivat des enoli- 
sierten Glycyl-glycins dar, wobei wir die Frage, ob die 
Benzoylgruppe am Stickstoff oder Sauerstoff sich befindet, noch 
offen lassen. Die Ausbeute betrug 0,7 g. 


0,0274 g Substanz verbrauchten 2,33 eem n/10 H,5Q,. 


Berechnet fiir C,,H,,O,N, Gefunden 
N 11,86 °/, 11,91 °/, 


Das salzsaure Filtrat des oben erhaltenen Niederschlags 
wurde eingedampft und der Trockenriickstand mit Alkohol 
ausgekocht. Die vom Kochsalz abfiltrierte Lésung schied nach 
dem Kinengen weibe rosettenformig angeordnete Krystalle aus, 
die den fiir das Benzoylglycyl-glycin angegebenen Zersetzungs- 
punkt von 206° zeigten. 


Benzoylierung von Glycinanhydrid (Enolform). 

1g Glycinanhydrid (Enolform) wurde mit der 5 fachen 
Menge Benzoesiureanhydrid im Olbad 1/, Stunde auf 180° 
erhitzt. Der schwarzgefiirbten Reaktionsmasse wurde durch 
Ather das iiberschiissige Benzoesiiureanhydrid entzogen. Der 
Riickstand wurde in heiBem Alkohol aufgenommen und mit 
Tierkohle gereinigt. Aus der alkoholischen Lésung wurden 
weibe Nidelchen erhalten, die sich bei 254° zersetzten. Die 
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Substanz gab positive Anhydridreaktionen. Nach dem Analysen- 
ergebnis lag ein monosubstituiertes Glycinanhydrid vor. 

0,0388 g Substanz gaben 3,53 ccm n/10-H,SQ,. 

Berechnet fiir C,,H,,O,N, Gefunden 
N 12,85 %/, 12,75 /, 

Analog der Darstellung des enolisierten Glycinanhydrids 
machten wir den Versuch mit Alanin-, Sarkosin-, Leucyl- 
glycinanhydrid, indem wir jeweils die 5tache Menge Anilin 
anwandten. In sdmtlichen Fallen erhielten wir ungesittigte 
Kormen der Anhydride. Von besonderer Bedeutung fiir die 
Struktur der Enolanhydride ist die Gewinnung einer unge- 
sittigten Form beim Sarkosinanhydrid, die alle Eigenschaften 
des enolisierten Glycinanhydrids zeigte. Es ist somit der 
sichere Beweis fiir C—C-Doppelbindung bei der Enolform ge- 
fihrt, da an eine Wanderung des am Stickstoff sitzenden 
Methyls nicht zu denken ist. 

Versuche, Aminosiuren direkt durch Erhitzen mit Anilin 
in ihre Anhydride zu verwandeln, schlugen samtlich fehl, mit 
Ausnahme beim Leucin. Dagegen erhielten wir durch Erhitzen 
des Alaninesters mit Anilin die Knolform des Alaninanhydrids 
in befriedigender Ausbeute. 








Uber die Bildung von ¢-Oxypyrrolin-c’-carbonsadure aus 
Glutaminsdure und die Umwandlung der ersteren Ver- 
bindung in ¢,c’-Oxy-pyrrolidincarbonsdure. 

Von 
Emil Abderhalden und Ernst Schwab. 


(Ausgefiihrt mit Mitteln der Kaiser Wilhelm-Gesellschaft zur Férderung 
der Wissenschaften.) 


(Aus dem physiologischen Institut der Universitat Halle a. S.) 


(Der Redaktion zugegangen am 25. Dezember 1925.) 


Bekanntlich laBt sich die Glutaminsiure leicht in Pyrro- 
lidoncarbonsiure iiberfiihren, die ihrerseits in naher Beziehung 
zur Pyrrolidincarbonsaure steht. Friihere Versuche, die 
erstere Verbindung in guter Ausbeute in Prolin iiberzufihren, 
hatten kein brauchbares Ergebnis. Die Beobachtungen, wonach 
es gelingt, Dipeptide und zum Teil auch Anhydride durch Er- 
hitzen mit Diphenylamin und ferner mit Anilin in die Enol- 
form des 2,5-Dioxopiperazins iiberzufiihren, veranlaBten uns, 
zu priifen, wie sich Glutaminséure beim Erwirmen mit Anilin 
verhalt. Wir erhielten dabei in guter Ausbeute e-Oxy-a’- 
pyrrolincarbonsiure. Diese lie8 sich durch Reduktion in 
die entsprechende «,@’-Oxypyrrolidincarbonsiiure um- 
wandeln. In der umstehenden Ubersicht sind die Beziehungen 
der erwaihnten Verbindungen zu einander dargestellt. 

Die im Ejiweif vorkommende Oxy-pyrrolidincarbonsiure 
besitzt nach den Untersuchungen von Leuchs!) die Oxygruppe 





1) Hermann Leuchs, M. Giua u. B. F. Brewster, Chem. Ber. 
Bd. 45, S. 1960 (1912); H. Leuchs u. B. F. Brewster, ebenda Bd. 46, 
S. 986 (1913). 
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COOH COOH 
| | 
CH-NH, en *NH 
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COOH CO— NH NH 
Glutamin- Pyrrolidoncarbonsiure a-Oxypyrrolin- 
siure aa Te o’-carbonsiure 
Y 
durch Re- | | ” | ° 
po oe HO-CH CH-COOH CH, CH-COOH 
ea bis. 
NH NH 
a, @’-Oxypyrrolidin- a-Pyrrolidin- 
carbonsiiure carbonsiéure 


in y-Stellung. Es ist wohl méglich, daB auch die von uns 
dargestellte isomere Form EiweiSbaustein ist. Wir werden 
auf ihr Vorkommen unter den EKiweifspaltprodukten achten. 
Von besonderem Interesse erscheint uns die der Pyrrolidon- 
carbonsiiure isomere «¢-Oxy-pyrrolin-e’-carbonsiure. Sie bildet 
eine Briicke zu jenen Verbindungen hiniiber, die in Beziehung 
zu Produkten stehen, die aus Abkémmlingen von Anteilen des 
Blatt- und Blutfarbstoffes erhalten worden sind. Es sei an 
Umwandlungsprodukte von Porphyrinen erinnert. Die Glutamin- 
siure stellt ohne Zweifel einen KiweiBbaustein dar, der vieler 
Beziehungen zu Verbindungen fihig ist, die im Pflanzen- und 
Tierorganismus eine bedeutsame Rolle spielen. Der Umstand, 
daB manche PflanzeneiweiBstoffe von ihm sehr groBe Mengen 
aufweisen (mit Einschlu8 der Oxy-glutaminsiure), hat ohne 
Zweifel eine bestimmte Bedeutung. Es sei an die Umwand- 
lung der Glutaminsiure in yAminobuttersiiure erinnert, Diese 
stellt das Ausgangsmaterial fiir die Bildung des y-Trimethyl- 
butyro-betains bzw. des y-Trimethyl-«-oxybutyro- 
betains (Karnitin) dar. Es sei auch der Beziehungen der 
Glutaminsiure zur Bernsteinsiure gedacht. Insbesondere 
fesselt unser Interesse die Briicke, die sich vielleicht von ihr 
aus tiber die oben genannten Verbindungen zum Hiamo- 
chromogen und auch zum Chlorophyll schlagen liBt. Wir 
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werden den Versuch unternehmen, die gestreiften Beziehungen 
durch weitere chemische und vor allem biologische Unter- 
suchungen enger zu kniipfen. 

Kine Frage fiir sich ist, ob im EKiwei8 Pyrrolidoncarbon- 
siure und die ihr isomere Oxy-pyrrolincarbonsiiure vor- 
gebildet vorkommen. Bis jetzt ist es trotz sorgfiltiger Be- 
miihungen nicht gegliickt, sie nachzuweisen. Es ist jedoch 
moglich, daB beide Verbindungen bei der Hydrolyse verindert 
werden. Die erstere geht sehr leicht in Glutaminsiiure iiber. 


Experimenteller Teil. 


Darstellung der «-Oxypyrrolin-c’-carbonsaure aus 
Glutaminsaure. 


4g Glutaminsiiure wurden mit der finffachen Menge 
Anilin }/, Stunde lang im Olbad bei 205—210° erhitzt. Nach 
dem Erkalten wurde das Anilin durch Extraktion mit Ather 
entfernt. Der Riickstand (3,5 g) sah rein weiB aus; er gab 
weder positive Ninhydrin- noch Anhydridreaktionen. Beim 
Umkrystallisieren aus Methylalkohol wurden farblose, biischel- 
formig angeordnete Blittchen erhalten, die bei 188° schmelzen. 
Die Substanz erwies sich als eine e-Oxypyrrolin-e’-carbonsiiure, 

HC—CH, 

HOC CH—COOH, eine isomere Form der Pyrrolidoncarbonsiure, 

Nor 

NH 
von der sie sich in ihren Eigenschaften sehr scharf unter- 
scheidet. Die neue Verbindung zeigt ungesittigten Charakter; 
sie entfirbt momentan Brom und Permanganatlésung in der 
Kilte, gibt positive Nanthoproteimreaktion. Millons Reagens 
gibt bei liingerem Stehen in der Kalte oder kurzem Erwirmen 
eine rotbraune Farbung. Die Fichtenspanreaktion fallt stark 
positiv aus. Dimethylaminobenzaldehyd gibt eine intensive 
citronengelbe Fiirbung (sehr empfindlich). Zur Ausfiihrung der 
Reaktion wird die wi8rige oder alkoholische Lésung der Sub- 
stanz mit einigen ‘l'ropfen einer alkoholischen Loésung von 
Dimethylaminobenzaldehyd versetzt und mit verdiinnter Salz- 
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siure schwach angesiuert, worauf sofort die gelbe Farbe aut- 
tritt. — Prolin, Pyrrolidoncarbonsiure, Glutaminsiure, ‘Tryp- 
tophan geben nur eine schwache, griinliche Farbung mit diesem 
Reagens. 

Die Oxypyrrolincarbonsaure ist leicht léslich in Hisessig, 
Methyl-, Athylalkohol; weniger leicht lislich in kaltem Wasser 
und Amylalkohol, dagegen leicht in der Wiirme. Die Substanz 
schmeckt zuerst schwach siiB und hinterliBt einen bitteren Nach- 
geschmack. Die wiiBrige Lésung reagiert ziemlich stark sauer. 

Kine 1/20 molare Lisung zeigt ein p,, von 3,13, Pyrro- 
lidoncarbonsiiure in derselben Konzentration ein p,, von 2,44. 

6,324 mg Substanz gaben 10,750 mg CO, und 3,216 mg H,0. 

Fiir C,H,0,N Ber. C 46,51 °/, H 5, 
Gef. ,, 46,36 ‘on 





Bemerkenswert ist, daB die Substanz beim Erhitzen mit 
starker Natronlauge teilweise desaminiert wird. 

0,1371 g verbrauchten nach zweistiindigem Erwirmen mit 
25°/,iger NaOH im Kjeldahlapparat 5,38 ccm n/10-H,SQ,, 
woraus sich ein Stickstofiverlust von 5,5°/, (besogen auf den 
Gesamtstickstofigehalt von 10,86°/,) berechnet. Bei langerem 
Erhitzen war keine weitere Stickstoffabspaltung mehr zu be- 
obachten. 


Reduktion der Oxypyrrolincarbonsaure zu «,«-QOxypyrrolidin- 
carbonsaure. 

1 g Oxypyrrolincarbonsiure wurde in 50 ccm KEisessig 
gelést und mit Platinmohr und Wasserstoff, der einer Bombe 
entnommen war, bei 2 Atm. Uberdruck 6 Stunden auf der 
Maschine geschiittelt. Nachdem vom Platin abfiltriert worden 
war, wurde die Lésung im Vakuum zur Trockne verdampit. 
Der Riickstand wurde in Methylalkohol, worin er sich sehr 
leicht, mit schwach gelblicher Farbe, léste, aufgenommen. 
Die methylalkoholische Lisung firbte sich am Lichte etwas 
intensiver und wurde beim Einengen tief braunrot, wobei eine 
griine Fluorescenzerscheinung auftrat. Aus der alkoholischen 
Lésung wurden durch fraktionierte Krystallisation zuniichst 


—. 
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als schwerer lisliche Verbindung 0,3 g Oxypyrrolincarbonsiiure 

zuriickgewonnen. Aus der Mutterlauge wurde auf Atherzusat: 

Oxyprolin, in weiben Niidelchen, die bei 204,5° schmelzen, er- 

halten (Ausbeute 0,65 g). Die Verbindung lost sich in Wasser, 

Methyl-, Athylalkohol. Sie schmeckt zuniichst fade, dann sii. 
Kine 1/20 molare Lésung ergab ein p,, von 6,3. 


i! 
t 
| 
i 


5,968 mg Substanz gaben 10,053 mg CO, und 38,845 mg H,0. 
Fiir C;H,O,N Ber. © 45,80 °/, H 6,92°/, 
Gef. ., 45,94 > G21 Y,. 














Die Acetylierung der Proteine des Blutes. 
Vil. Mitteilung. 


Von 


N. Troensegaard und B. Koudahl. 


Kopenhagen, Jakobys Allé, 


Der Redaktion zugegangen am 31, Dezember 1925.) 


In friiheren Abhandlungen!) wurde gezeigt, dab die Ace- 
tylierung der Proteine sich fiir Konstitutionsuntersuchungen 
derselben wohl eignet. Obgleich mildere Acetylierungsmethoden 
méglich sind, so erscheint doch die Acetylierung mit Acetyl- 
chlorid, der eine Behandlung mit Essigsiiureanhydrid und 
Natriumacetat nachfolgt, als die am besten geeignete Auf- 
spaltungsmethode. 

Wenn von einigen Seiten ins Feld gefiihrt wird, dab die 
Acetylierung mit Acetylchlorid zu stark zerstérend auf die 
Bausteine der Proteine wirke und dab dieselbe mioglicher- 
weise auch die Bildung der nachgewiesenen pyrrol- und 
pyrrolidinartigen Verbindung mit sich fiihre, so sind dies nur 
haltlose Behauptungen, die sich auf keine Versuche im 
Laboratorium stiitzen. 

Kine einfache Acetylierung von getrockneter Gelatine mit 
\cetylchlorid und Essigsiiure zeigt, dab bei der angegebenen 
Arbeitsmethode weder eine Verkohlung noch eine Destruktion 
stattfindet. 

Bei Erhitzung in lingerer Zeit tritt natiirlich eine Dunkel- 
firbung ein; es ist aber eine T'atsache, daB EKinfithrung von 


1) Diese Zs. Bd. 127, 8. 137 (1923) und Bd. 142, 8S. 35 (1925). 
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Acetyl in die meisten heterocyclischen Verbindungen eine gute 
stabilisierende Einwirkung hat. 

In den zitierten Arbeiten, die die Grundlage fiir diese 
Abhandlung bilden, wurde an Hand eines bedeutenden Be- 
weismaterials nachgewiesen, daB die Emil Fischersche 
Theorie tiber die Zusammensetzung des Proteinmolekiils als 
lange Aminosiiurenkette (Polypeptidstruktur) als Grundlage fiir 
die Proteinkonstitution nicht mehr aufrecht erhalten werden 
kann. 

Die Untersuchung des Proteinmolekiils von einem neuen 
Gesichtspunkt aus, so wie wir sie in Angriff genommen haben, 
zeigt mit hinreichender Deutlichkeit, daB die alte Theorie 
falsch ist, und daB eine verschiedenartigere Beleuchtung der 
Proteinchemie unbedinet notwendig ist. 

Ks muB verwundern, dab die Konstitutionsuntersuchung 
der Proteine, die doch nun 50 Jahre lang mit so grober In- 
tensitiit betrieben wurde, fast immerzu durch hydrolytische 
Spaltungen vorgenommen wurde. So einseitige Untersuchungs- 
methoden kénnen selbstverstiindlich zu verkehrten Resultaten 
fihren und miissen notwendigerweise durch andere, allgemein 
giltige Spaltungsmethoden, wie sie bei Konstitutionsunter- 
suchungen von Naturstoffen mit groBen Molekiilen zur An- 
wendung kommen, kontrolliert werden. Wir haben jedoch 
nun mit Interesse bemerkt, daB die Kurzsichtigkeit, die in 
der Wissenschaft so oft neuen Gesichtspunkten gegeniiber 
herrscht, in diesem Fall im Schwinden begriffen ist. Seit der 
eine von uns vor 5 Jahren die Hypothese vertrat, daf die 
Proteine aus leicht aufspaltbaren Ringen aufgebaut seien, ist 
von verschiedenen Seiten eine mehr allseitige Untersuchung 
des EKiweiBproblems in Angriff genommen worden. 

In unserer letzten Arbeit wurde gezeigt, da bei der 
Acetylierung von Gliadin verschiedene Bausteine des Molekiils 
abgesprengt werden, die — nach Kossel — als einer prosthe- 
tischen Gruppe des Proteinmolekiils zugehérig bezeichnet 
wurden. Diese ,,Acetylbasen“ wurden mittels ihrer verschie- 
denen Léslichkeit in Schwefelkohlenstoff, Ather, Benzol und 
Chloroform in eine Anzahl verschiedener Fraktionen ge- 
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trennt, die besonders geeignet fiir Konstitutionsuntersuchungen 
schienen. 

Die verschiedenen Proteine geben sehr verschiedenartige 
Ausbeuten an diesen Acetylbasen, und wir haben bei unseren 
Versuchen gefunden, daB die Proteine des Blutes, und zwar 
besonders das Globin und die Globuline, die gré{ten Ausbeuten 
ergeben. 

In der vorliegenden Arbeit ist die Acetylierungsmethode 
angegeben, die sich nach unseren Versuchen am besten fiir 
diese Aufspaltung eignet. 

Die Acetylierung der Proteine erfolgt stoBweise durch 
liingere Erwirmung mit Kssigsiiure und <Acetylchlorid, der 
eine kurze Erwiirmung mit Essigsiiureanhydrid und essigsaurem 
Natrium nachfolgt. Die Liésung der Proteie des Blutes in 
Kssigsiiure—Acetylchlorid erfolgt recht langsam, und _ beim 
Globin ist es nétig, Bromwasserstoff zuzusetzen. Der brom- 
wasserstofi scheint eine giinstige Kinwirkung auf die Aut- 
spaltung des Molekiils zu haben, und es ist médglich, daB der- 
selbe auch bei der Acetylierung der Globuline zugesetzt werden 
sollte. Es ist erforderlich, die Aufspaltung in 2 Stufen durch- 
zufiihren, da die abgespaltenen Acetylbasen teilweise durch die 
vebildete Salzsiiure zerstért werden. Deshalb werden die 
itherléslichen Basen nach der ersten Acetylierung extrahiert. 
Die Acetylbasen sind nach ihren Lésungsmitteln als Petrol- 
‘ither, Schwefelkohlenstoff-, Ather-, Benzol- und Chloroform- 
basen bezeichnet, und zwar sind die bezeichneten Basen in 
dem in der Reihenfolge angegebenen nachfolgenden, aber nicht 
in dem vorausgehenden Lisungsmittel léslich. Uber Kinzel- 
heiten der Priiparations- und Fraktionsmethoden siehe den 
experimentellen Teil. Aus der Zahl der ziemlich variierenden Ver- 
suche wurden diejenigen herausgezogen, die die gréSten Mengen 
‘itherliéslicher Acetylbasen ergeben hatten, und in nachfolgender 
Tabelle die Basenmengen in Prozenten vom gesamten Protein- 
stickstoff angegeben. 

Der in Chloroform geliste Anteil ist das Acetylprotein 
und ist als Differenz von der abgespaltenen Basenmenge be- 
rechnet. 


; 
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Prozent vom Proteinstickstoff. 





oe Schwefel- ; 
Gelést in i kohlen- | Ather Benzol | Chloroform 
iither stoff 
Globin . 4 23 9 13 51= 100"), 
Serum—-Globuline 6,7 18 10 26 39,3 
Serum-Albumin . 6 13 8 26 47 
Gliadin . 0,2 6 3 24 67 
Gelatine 0,4 3 3 13 80,6 

















Kin vereinzelter Acetylierungsversuch von Fibrin gab eine 
ihnliche Verteilung der iither- und benzolléslichen Acetylbasen 
wie bei den Globulinen. 

Die angefiihrten Mengen der Acetylbasen aus Gliadin uni 
aus Gelatine wurden auf gleiche Weise wie die der Blut- 
proteine erhalten. Die Ausbeute an Acetylbasen ist etwas 
groBer als die nach der friiher angewandten Acetylierungs. 
methode gewonnene. Sie ist jedoch ganz bedeutend geringer 
als die der Blutproteine, besonders fiir die in Ather léslichen 
Fraktionen. 

Wenn die Reaktionstemperatur nur 10° ansteigt, wird ein 
gréBerer Teil der aitherléslichen Basen verindert. In letzterem 
Falle steigt die Ausbeute an benzolléslichen Verbindungen stark. 

Bei den friiheren Untersuchungen wurden die Acetylbasen 
durch Erwirmung mit Amylalkohol und nachfolgende Ab- 
destillation desselben von Essigsiiureanhydrid befreit. Es hat 
sich gezeigt, daB der Amylalkohol mit den Acetylbasen reagiert, 
indem der Amylrest teilweise an Stelle des Acetylrestes trat. 
Diese Beobachtung hat unsere Arbeit wesentlich verzégert, da 
die Kinfithrung des Amylrestes in die Molekiile nicht erwiinscht 
sein kann. 


Die Petrolather-, Schwefelkohlenstoff- und Atherfraktionen 


kénnen durch Vakuumdestillation fraktioniert werden. Wahrend 
die Petrolitherfraktionen alle destillierbar sind, enthalten die 
Schwefelkohlenstoff- und Atherfraktionen recht bedeutende 
Stofimengen, die sich nicht destillieren lassen. Dies Verhalten 
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steht in besonderem Gegensatz zu demjenigen der Schwefel- 
kohlenstoffbasen des Glhiadins, die beinahe alle destilliert 
werden k6nnen.') 

In der Petrolitherfraktion der Acetylbasen der Globuline 
findet sich eine ziemlich betriichtliche Menge von Kohlen- 
wasserstoffen mit hohem Siedepunkt. In den Acetylierungs- 
produkten der anderen Proteine finden sich keine entsprechen- 
den Stoffe. Diese Frage wird in der folgenden Abhandlung 
ausfihrlich behandelt werden. 

In den unten stehenden Tabellen sind die Analysen der 
Petrolither-, Schwefelkohlenstoff- und Atherfraktionen, wie sie 
nach der Fraktionierung durch Vakuumdestillation vorliegen, 
autgefiihrt. 

Kohlenstoff und Wasserstoff wurden nach Dennstedt 
bestimmt, der Stickstoff mikroanalytisch nach Pregl. Die 
Acetylzahl gibt die Anzahl Acetylgruppen pro 100 N an und 
wurde wie friiher nach Wenzel bestimmt (es ist erforderlich 
mit Schwefelsiure 1:2 bei 105—110° 4—6 Stunden lang zu 
hydrolysieren). Auf Anwesenheit von schwefliger Siure, die 
in einzelnen Fiillen jodometrisch bestimmt wurde, muB8 kon- 
trolliert werden. Die N-Bestimmung nach Kjeldahl gibt oft 
unsichere Werte. 

Die Molekulargewichtsbestimmungen (M) nach Rast 
wurden in der von Hess vorgeschlagenen Verbesserung (be- 
sonderer Schmelzen von Substanz und Campher im zugeschmol- 
zenen Rohre) ausgefiihrt. 

Die angegebenen Formeln wurden nach den Analysen 
unter Zugrundelegung von einem N-Atom ausgerechnet. 

Ks erschien nicht nétig zu sein, alle die einzelnen Ver- 
brennungszahlen der groBen Menge von Analysen hier aufzu- 
fiihren. Dies wird teilweise in kommenden Arbeiten, die die 
nihere Untersuchung der einzelnen Fraktionen zum Ziel 
haben, geschehen. 


 N. Troensegaard u. Eugen Fischer, Diese Zs. Bd. 142, 
S. 49 (1925). Der Destillationsdruck wurde in dieser Abhandlung ver- 
sehentlich in mm Quecksilber angegeben; dafiir muB stehen ‘/,, mm. 
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Uber die Eigenschaften dieser destillierbaren Acetylbasen 
soll folgendes bemerkt werden: 

Mit Ausnahme der ersten Fraktion der Atherbasen haben 
die Acetylbasen einen ungesiittigten, heterocyclischen Charakter. 

Mit starkem Alkali geben sie starke Basen mit einem 
scharfen, pfefferminz-mentholartigen Geruch. 

In sodaalkalischer Lésung entfirben sie Kaliumpermanganat 
augenblicklich, 

Die héheren Fraktionen geben mit Dimethylaminobenz- 
aldehyd und Salzsiure eine starke rote Farbenreaktion. 

Mit Titansiure in konzentrierter Schwefelsiiure geben sie 
rote und braune Farbenreaktionen, die ein gutes Reagens auf 
phenolisches Hydroxyl sind.?) 

Sie reduzieren ammoniakalische Silberlésung. 

Mehrere Fraktionen geben mit alkoholischer Ferrocyan- 
wasserstoffsiure krystallinische Niederschlige, die sich aus 
Alkohol umkrystallisieren lassen. 

Mit Ausnahme der erst iiberdestillierten Fraktionen geben 
alle eine bekannte Farbenreaktion auf Skatol. Indol, a@-Methyl- 
Indol und Tryptophan geben die Reaktion nicht. — Man gibt 
3 Tropfen aldehydfreien Methylalkohol zu 3 ccm der Lésung 
und unterschichtet mit konzentrierter Schwefelsiure, die eine 
Spur Ferrisalz enthilt. Es entsteht ein violettroter Ring, und 
die Schwefelsiiure nimmt einen griinen Ton an. 

Die Molekulargewichtsbestimmungen, die in einem ‘Teil 
der Fraktionen vorgenommen wurden, zeigen, dab die ge- 
fundenen Elementarformeln in den meisten Fallen zu verdoppeln 
sind; das Molekiil muB also 2 N-Atome enthalten. 

Wo 2 Acetylreste auf 1 N kommen, sind die Molekular- 
vewichtsbestimmungen sicher zu niedrig, da das eine Acetyl 
iuBerst leicht abgespalten wird und dadurch zu einer gréBeren 
Schmelzpunktserniedrigung fiihrt. Die erste Fraktion der Ather- 
acetylbasen besteht im wesentlichen aus (monoacetyliertem) 
Acetamid. 


*) G. Deniges, Bull. Soc. chim. France Bd. 19, S. 308 (1915). 
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Berechnet man den Stickstoffgehalt fiir die acetylfreien 
Basen, so zeigt sich, daB die Ather- uud Schwefelkohlenstofi- 
fraktionen besonders stickstoffreich sind und 20—24°/, N ent- 
halten. Eine entsprechende Umrechnung fir die Petrolither 
und eine einzeln stehende Schwefelkohlenstofffraktion gib: 
13—159/, N. 

Es muB fiir einen Chemiker klar sein, daB diese destillier- 
baren Verbindungen keine acetylierten Aminosiuren oder Pep- 
tide sein kénnen. 25°/, des Globulinstickstoffes kann nacl: 
dieser Spaltungsmethode destilliert werden. 

Beim AbschluB dieser Arbeit hat sich weiterhin gezeigt, 
daB die benzollésliche Fraktion der Acetylbasen durch eine 
weitere Acetylierung mit Essigsiureanhydrid und Natriumacetat 
zum Teil in iitherlésliche Verbindungen iibergeht. Deshalb 
wird auch die Menge an destillierbaren Acetylbasen be- 
deutend mehr iiber das hinausgehen, was in den Tabellen an- 
gegeben ist. 

Die Benzolfraktion 

der Acetylbasen der Blutproteine li8t sich im Vakuum nicht 
destillieren. Die entsprechenden Fraktionen von Gelatine und 
Casein kénnen zu einem groBen Teil im Hochvakuum destilliert 
werden. Jedoch wird hierbei ein Teil des Acetyls als Essig- 
siure abgespalten, und die destillierten Acetylbasen geben her- 
nach eine intensive rote Farbenreaktion mit Dimethylamino- 
benzaldehyd und Salzsiure. 

Die Benzolacetylbasen lésen sich in Essigester, mit dessen 
Hilfe man diese Fraktion etwas weiter reinigen zu kénnen 
scheint. Aus der Essigesterlésung lat sich auch besser eine 
fraktionierte Fillung vornehmen als aus der Benzollésung. 

In untenstehender T'abelle stammen die Analysen 1 und 
2 von 2 Fraktionen aus einem Globinpriiparat; sie haben die- 
selbe elementare Zusammensetzung. 

In der Tabelle sind die Elementaranalysen der Benzol- 
acetylbasen von Globin, Globulin und Serum—Albumin an- 
gefiihrt. 

Die Priparate sind 4 Stunden im Vakuum bei 80° ge- 
trocknet. Ein gréSeres Praparat von Serum—Albumin wurde 
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2 Stunden im Vakuum bei 180° getrocknet. Es behielt seine 
Lislichkeit in Benzol- und Essigester und zeigte keine Ver- 
‘inderung in seiner Zusammensetzung (Analyse Nr. 5). 

Die Benzolbasen der Globuline enthielten immer Natrium- 
acetat. Die Aschenbestimmung von 6,5°/, entspricht 10°/, 
Natriumacetat; die in der Tabelle angegebene Formel ist hier- 
nach berechnet. Die Elementaranalysen der Benzolbasen der 
3 Proteine sind hiernach ziemlich gleich. 





























Das Serum-Albumin, das bei Nr. 5 analysiert wurde, stammte nicht 
aus demselben Priiparat wie Nr. 4.) 


Experimenteller Teil. 

Die Darstellung der Globuline und des Serum—Albumins 
erfolgte nach den Anweisungen des Carlsberg-Laboratoriums. 
Herrn Prof. Dr. 8S. P. L. Sérensen sei hiermit fiir die ge- 
wihrte Beihilfe bestens gedankt. Wir haben es fiir unsere 
Zwecke nicht fiir nétig gehalten, die Proteine mehr als unten 
angegeben zu reinigen. Die weitere Reinigung, wie sie im 
Carlsberg-Laboratorium vorgenommen wird, wurde von uns 
nicht durchgefiihrt. 

Defibriniertes Pferdeblut wird mittels eines Haarsiebes 
vom Fibrin befreit und 24 Stunden lang in hohen Zylinder- 
glisern im Eisschrank bei einer Temperatur von 3—4° auf- 
bewahrt. Dann wird das iiberstehende Serum abgehebert. 


Globulin. 
Das Globulin wird durch Zugabe eines gleichen Volumens 
gesittigter (NH,),SO,-Lésung gefallt. Die Zugabe erfolgt unter 


Aus ~~ Cy, Be, Bet, oO Acetyl- Asche Forme] 
’ ” ' . zahl 

Giobin I] 56,9 | 6,07 | 12,1 | 24,9 83 C; 9H,,;NO(CH,CO), .3 

» AL] 57,7 | 6,12 | 12,4 | 23,7 78 Cs, 9H4,gNOo,o( CH,CO), 7, 
Serum— 
Globulin | 52,1 | 6,15 9,5 — 100 6,5 | C,,H, .NO, (CH,CO) 
Serum— ; 
Albumin | 56,2 | 6,72 | 12,2 | 24,9 17 C,H, ,.NO(CH,CO), ,, 
getrockn, 
pei 180° | 56,9 | 7,1 12,1 | 23,9 — 
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kraftigem, mechanischem Riihren, und zwar wird 1 Liter im 
Laute von 10—15 Minuten zugesetzt. Auf jedes Liter Serum 
werden 5 ccm Toluol als Konservierungsmittel zugegeben. Dis 
ausgefallte Globulin bleibt 1—2 Tage stehen, worauf die iiber 
dem Globulin stehende klare Fliissigkeit abgehebert wird. Die 
Faliung wird abfiltriert und das Filtrat der abgeheberten 
Fliissigkeitsmenge zugefiigt. 

Die Filtration nimmt man am besten in einem gewohn- 
lichen T'richter vor. Das Globulin wird einmal mit einer halb- 
gesittigten Ammoniumsulfatlésung gewaschen und die Wascli- 
Hiissigkeit fiir sich gesammelt. Die Globuline werden wieder 
in Wasser gelést (jedoch nicht mehr filtriert) und wiederum 
durch dasselbe Volumen gesiittigter (NH,),SO,-Losung, als 
vorher Wasser zur Lisung des Niederschlags angewandt wurde, 
ausgefallt. Der Zusatz erfolgt auf die gleiche Weise wie bei 
der ersten Fillung. 

Das gefiallte Globulin wird filtriert, mit halbgesiattigter 
Ammoniumsulfatlésung gewaschen und zur Denaturierung einige 
‘Tage mit hochprozentigem Alkohol stehen gelassen. Zur Be- 
freiung vom Ammoniumsulfat wird mit 25°/, igem Alkohol ge- 
waschen. Die Entwisserung des Niederschlags erfolgt mit ab- 
solutem Alkohol, der so oft erneuert wird, bis der Alkohol 
absolut bleibt. Man trocknet im Vakuumexsiccator iiber 
Schwefelsiure und hierauf im Vakuum bei langsam bis auf 
80° steigender Temperatur. Man pulverisiert und siebt durch 
Miillergaze Nr. 10. 


Serum—Albumin. 


Aus dem Filtrat der Globuline wird das Albumin durch 
Zusatz von 115 ccm 0,4 n-H,SO, pro 2 Liter Filtrat aus- 
gefiallt. 

Wahrend des Siurezusatzes wird kriftig gerithrt und an 
den GefaiBwinden gekratzt, wodurch das Albumin am besten 
auskrystallisiert. 

Das Albumin fallt bei p,, = 4,8. Die richtige Wasser- 
stoffionenkonzentration kann mit einem aus Methylrot und 
Methylenblau bestehenden Indicator kontrolliert werden. Lé- 
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sung I: gesiittigte Lésung von Methylrot in 93°/, igem Alkohol; 
Lésung If: 0,5 g Methylenblau in 400 ccm 93°/, igem Alkohol. 
Der Indicator wird aus 100 Teilen Lésung I und 50 Teilen 
Lisung Il hergestellt und zeigt bei basischer Reaktion eine 
griine, bei stark saurer eine braunrote Farbe. Der Indicator 
soll der Albuminlésung eine schwach braune Farbe mit einem 
griinlichen Ton geben. 

Das Albumin wird filtriert und mit einer halbgesittigten 
NH,),SO,-Lisung ausgewaschen. — Um aus dem Globulin- 
waschwasser das Albumin auszufillen, muB man mit Hilfe der 
Indicatoren den richtigen p,-Wert zu finden suchen. — Das 
gefillte Albumin wird nun wieder mit Wasser behandelt. Un- 
selést bleibt ein griinlicher Stoff, der aus Cholesterinestern, 
Lecithinen und Proteinen besteht; ungefihr ein Drittel des 
Albumins bleibt ebenfalls ungelést. Die Lésung des Albumius 
erfolgt durch oftmalige Behandlung mit Wasser. 

Von dem ungelésten griinlichen Stoff wird abfiltriert, und 
das Albumin wiederum durch Zusatz des gleichen Volumens 
gesiittigter (NH,),SO,-Lésung gefillt. Bei diesem Zusatz mub 
wieder kriiftig geriihrt und an den GefiBwandungen gekratzt 
werden, da sich das Albumin sonst unkrystallinisch abscheidet. 

Das Albumin wird mit starkem Alkohol denaturiert. Da 
das Albumin langsamer als die Globuline denaturiert wird, 
muB der Alkohol 6fters erneuert werden und das Albumin 
lingere Zeit unter Alkohol stehen. Die Befreiung vom Am- 
moniumsulfat erfolgt mit etwas starkerem Alkohol als bei den 
Globulinen und braucht deshalb lingere Zeit. Sonst wird das 
Priparat auf dieselbe Weise wie bei den Globulinen an- 
gegeben fertiggestellt. 


Fibrin. 


Das ausgeschlagene Fibrin wird auf einem Haarsieb unter 
laufendem Wasser von loslichen Proteinen und Farbstofien 
befreit. Es wird dann mit destilliertem Wasser nachgewaschen 
und mit absolutem Alkohol entwissert. Nach dem Trocknen 
wird pulverisiert und gesiebt, wobei man ein etwas gréberes 
Sieb als bei den vorausgehenden Proteinstoffen anwenden mub., 
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Globin. 

Von Herrn Prof. Dr. W. Kiister, Stuttgart, dem wir 
hiermit fiir seine Beihilfe danken, haben wir ein gréBeres Prii- 
parat Globin erhalten. 

Die Darstellung geschieht folgendermaBen: 13 Liter deti- 
briniertes Pferdeblut werden durch ein Haarsieb filtriert. Das 
Blut wird in Portionen von je 800 ccm zeutrifugiert. Die 
Serumfliissigkeit wird abgehebert und das abgeheberte Volumen 
durch ebenso viel 0,9°/, ige NaCl-Lésung ersetzt, worauf wieder 
zentrifugiert wird. Der dicke Sirup von Blutkérperchen wird 
mit ein wenig Wasser verdiinnt und diese Lisung in diinnem 
Strahl in die 3fache Menge (Volumen) Aceton gegossen, wobei 
Koagulation erfolgt. Nach einigem Stehen wird abgesaugt und 
das Koagulum wieder mit 2 Liter Aceton angeriihrt. Man 
setzt 50 com 50°/,ige H,SO, hinzu und ribrt ab und zu 
kriftig um, wihrend das Priparat 1/, Stunde stehenbleibt. 

Die nahezu schwarze Acetonlésung wird abgesaugt, und 
das Globin in einer Presse gut ausgepreBt. Man setzt dem 
(xlobin nochmals etwa 1 Liter Aceton zu und liBt es 24 Stunden 
stehen. Man filtriert, preBt aus und extrahiert im Soxhlet, 
bis das Aceton vollig farblos ablaiuft. Man trocknet und 
pulverisiert. 

Ks wurde angegeben, dab das Priparat noch eine geringe 
Spur Farbstoff enthalte, was jedoch véllig bedeutungslos sein 
diirfte. 

Die Darstellung von Gliadin wurde in friiheren Arbeiten 
angegeben. 

Die Gelatine wurde in kleinen Réllchen im Vakuum 
iiber Schwefelsiiure, hierauf bei langsam bis auf 100° steigender 
‘Temperatur im Vakuum getrocknet. Sie wurde vor der Ace- 
tylierung nicht pulverisiert. 


Die Acetylierung der Blutproteine. 


Das getrocknete Serum—Albumin und die Globuline sind 
in Eisessig unléslich, lésen sich darin aber, wenn sie zusammen 
mit Acetylchlorid erwiirmt werden. Die Acetylierung erfolgt 
in Zweiliterkolben mit eingeschliffenen Kihlern in Portionen 
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von 80g fein pulverisiertem Protein, + 460 ccm KEi’sessig, 
+ 80 cem Acetylchlorid. Man erwirmt 14 Stunden lang im 
Olbad bei einer Temperatur, die von 100° auf 105° ansteigt. 
Wihrend des Erwirmens werden weitere 200—225 ccm Acetyl- 
chlorid in kleineren Portionen iiber den ganzen Zeitraum ver- 
teilt zugegeben. In den ersten 4—5 Stunden miissen die 
Kolben hiufig abgenommen und gut geschiittelt werden. Nach 
dieser Zeitspanne sind die Proteine geldst. 

Die Liésung wird im Vakuum bis zur Sirupkonsistenz von 
Kssigsiure befreit, nochmals mit etwas Hssigsiureanhydrid ab- 
destilliert und hierauf mit frischem Anhydrid und 80 g frisch 
geschmolzenem, pulverisiertem Natriumacetat 3—4 Minuten 
acetyliert, wobei die Temperatur von 132° auf 134° ansteigt. 

Das Anhydrid wird soweit abdestilliert, daB ein nicht 
allzu dicker Sirup zuriickbleibt. 

Beim Abdestillieren von Essigsiiure und Anhydrid geht 
eine geringe Menge der abgespaltenen Acetylbasen mit weg. 

Die iitherléslichen Basen werden mit trockenem Ather 
entfernt, der unter kriftigem Schiitteln und nicht allzu rasch 
zugesetzt wird. Man schiittelt ein paar Mal mit Ather, dem 
etwas Essigsiiure zugesetzt wird, aus. Nachdem der dem 
Extraktionswert anhaftende Ather gut abgesaugt, lést man 
wieder in 440 ccm Essigsiiure und setzt 125 ccm Acetylchlorid 
zu. Man erwirmt 16 Stunden im Olbad bei einer Temperatur, 
die von 105° auf 110° ansteigt, und setzt wihrend dieser Zeit 
weitere 200 ccm <Acetylchlorid zu. Die Anwendung einer 
héheren ‘'emperatur zerstért einen wesentlichen Teil der 
weiteren itherléslichen Fraktionen. Nach Schlu8 der Er- 
hitzung acetyliert man wieder mit Anhydrid, wie beim ersten 
Teil der Spaltung. Nachdem das Anhydrid im Vakuum ab- 
destilliert ist, lést man in 400—500 ccm trockenem Chloro- 
form, filtriert durch Glaswolle, wischt mit Chloroform nach 
und fallt in einer reichlichen Menge trockenen Athers. Hat 
man zu viel Chloroform angewandt, so muf die Liésung etwas 
eingedampft werden. Das gefillte Acetylprotein wird mit 
chloroformhaltigem Ather gewaschen, mit dem sich auch die 
benzolléslichen Basen extrahieren lassen. Nach dem Ab- 
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destillieren der Ather—Chloroformlésung werden die Base 
erst mit trockenem Ather, dann mit trockenem Benzol extrahiert, 
Alle atherléslichen Fraktionen werden zu einer spiiteren, 
weiteren Fraktionierung zusammen genommen. 

Bei der Acetyherung der Globuline wurde in einigen Fallen 
die Behandlung mit Essigsiureanhydrid unterlassen, dagegen 
wurde nach der Acetylierung mit Acetylchlorid 2 Stunden mit 
100 g frisch geschmolzenem, pulverisierten Natriumacetat iin 
Olbad auf 120° erwirmt, nachdem ein méglicher Uberschus 
von Acetylchlorid abdestilliert worden war. 

Die Globuline gaben bei dieser einfacheren Methode an- 
nihernd die gleichen Mengen itherléslichen Basen wie bei 
der Anhydridbehandlung. Dagegen geben Serum—Albumin 
und Globin — auf diese Art aufgearbeitet — wesentlich weniger 
‘itherlésliche Acetylbasen. Es ist méglich, daB bei letzteren hier 
nicht die richtigen Versuchsbedingungen getroffen worden sind, 


Das Globin 


wird auf dieselbe Art acetyliert, nur setzt man bei diesem 
gleich bei der ersten Acetylierung auf je 80g Globin 150 ¢ 
konz. EKisessig—Bromwasserstotf zu. Bei der EKinwirkung von 
Acetylchlorid und Essigsiure allein geht das Globin nicht in 
Lésung, wogegen die Lésung sehr rasch eintritt, wenn Brom- 
wasserstoff zugegen ist und hiaufig geschiittelt wird. 

Bei der Aufspaltung der Blutproteine farbt sich die Lésung 
dunkel. Die sehr lange Erwiirmung mit Acetylchlorid wirkt 


auf die iitherléslichen Fraktionen etwas destruierend. 


Die Fraktionierung der Acetylbasen. 

Die itherléslichen Acetylbasen — aus mehreren Prii- 
parationen zusammen genommen -— werden im_ kochenden 
Wasserbad unter 20mm Druck vom Kssigsiureanhydrid befreit. 
Der Abdampfriickstand wird mehrfach mit trockenem Petrol- 
ither ausgeschiittelt. Hierauf schiittelt man zehnmal mit 
Schwefelkohlenstoff, der 5°/, Petrolither enthalt, und hiernach 
mit reinem Schwefelkohlenstoff aus. Die verschiedenen Schwefel- 
kohlenstofflésungen werden vereinigt. Da Essigsiureanhydrid 
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im Gegensatz zu Kssigsiiure sich in Petrolither schwer ldst, 
findet sich in der Schwefelkohlenstofflésung ziemlich reichlich 
Anhydrid. Beim Abdestillieren des Schwefelkohlenstofis mub 
im Vakuum und mit einer eisgekiihlten Vorlage gearbeitet 
werden. In einigen Fallen wurden Schwefelkoblenstoff- und 
\therbasen beim Kochen mit schwefelkohlenstoffhaltigem Ather 
vollstiindig veriindert. 

Die in Schwefelkohlenstoff unléslichen Basen wurden mit 
Petroliither von CS, befreit und dann verschiedene Male mit 
trockenem Ather extrahiert. Was ungelist bleibt, kann in 
trockenem Benzol gelést werden und wird den itibrigen Benzol- 
base zugefiihrt. 

Der benzolléshche Teil, der etwas Essigsiureanhydrid 
enthilt, wird destilliert von Essigsiiureanhydrid und wieder in 
trockenem Benzol gelést, wobei ein relativ geringer Teil un- 
gelést zuriickbleibt, der sich in Chloroform lést. Die Benzol- 
basen halten eine recht bedeutende Menge der Schwefel- 
kohlenstoff- und Atherfraktionen zuriick. Es ist deshalb er- 
forderlich, die Benzolbasen verschiedene Male in Benzol oder 
Kssigester zu lésen und in einer reichlichen Menge (etwa 
15faches Vol.) trockenen Athers zu fillen und im Kolben aus- 
zuwaschen. Das ausgefillte Pulver wird tiber Schwefelsiure 
im Vakuum von Ather befreit. Das mit Ather gut gewaschene 
Pulver ist nunmehr unlislich in reinem Benzol; setzt man 
letzterem jedoch eine geringe Menge Hssigsiiure oder -anhydrid 
zu, so lést es sich. Es ist nicht unwahrscheinlich, da die 
Benzolbasen bei Aufbewahrung in laingerer Zeit sich intra- 
molekular mehr oder weniger umlagern. 

Bei der Anwendung von Essigester scheiden sich von den 
Benzolbasen des Globins beim Stehen ungefihr 10°/, des 
Priparates als mehr harzartige Stoffe, die jedoch annahernd 
dieselbe elementare Zusammensetzung wie das Hauptpriiparat 
haben, ab. 

Bei bestimmter Abiinderung der Athermenge, in der die 
Benzolbasen gefillt werden, lift sich eine fraktionierte Fallung 
dieser durchfiihren. Wie die Analysen zeigen, haben diese 
Fraktionen jedoch dieselbe elementare Zusammensetzung. 
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Im Waschither finden sich recht bedeutende Menge 
Schwefelkohlenstoff- und Atherbasen. 

Petrolither und Benzol sind mit Phosphorpentoxyd 
trocknet. 

Der Essigester wurde nach der gewoéhnlichen Arbeitsweise 
gereinigt, dann einige Zeit lang mit etwas Hssigsiureanhydrid 
stehen gelassen und spater abdestilliert. 

Wir haben Acetylbasen fraktioniert, die 800 g Globin 
800 g Serum—Globulin und 300 g Serum—Album zum Aus. 
gang hatten. 

Wir hoffen in nichster Zeit naheres iiber die Konstitution 
der einzelnen Fraktionsprodukte mitteilen zu kénnen. Wir 
haben hier nur die Grundlagen fiir unsere weitere Arbeit 
bekannt gegeben und damit die Méglichkeit fiir andere 
Forscher, diese Methode zur Untersuchung der Proteine zu 
benutzen oder zu verbessern. 














Cholesterin als prostethische Gruppe im Serum-Globulin. 
VIII. Mitteilung. 


Von 


N. Troensegaard und B. Koudahl. 


Kopenhagen, Jakobys Allé. 


(Der Redaktion zugegangen am 31. Dezbr. 1925.) 


Hiirthle?) hat gezeigt, daB sich Cholesterin im Blutserum 
als Palmitin-, Stearin- und Olsiureester vorfindet. Man ist sich 
klar, daB das Cholesterin grofe physiologische Bedeutung fiir 
den lebenden Organismus besitzt, aber es ist nicht viel dariiber 
bekannt geworden, welche Funktion es ausiibt. So hat z. B. 
noch niemand nachgewiesen, ob sich in den Proteinen ein 
chemisch gebundener Cholesterinkomplex findet. E.G. Young? 
nimmt auf Grund seiner polariskopischen Untersuchungen an, 
daB die Cholesterinester auf lose Weise mit dem Serum-Albumin 
assoziiert sind. Das Cholesterin fallt zusammen mit diesem 
aus und kann sowohl aus dem ausgefiilltem Serum-Albumin, 
wie auch aus dem Serum mit Petroliither oder Ather extrahiert 
werden, Mengenverhiiltnisse sind jedoch nicht angegeben. 

Bei unserer vorangehenden Arbeit*) haben wir die eigen- 
tiimliche Beobachtung gemacht, daB mit den Globulinen weder 
Cholesterin noch Phosphatide gefallt werden, wenn die Globuline 
vor dem Serum-Albumin aus dem Serum ausgefillt werden. 
Diese fallen erst aus, wenn das Serum angesiiuert, und das 
Albumin ausgefallt wird. 





') Hiirthle, Diese Zs. Bd. 21, S. 831 (1895). 

2) E.G. Young, Proceedings of the Royal Society Series B Vol. 
93, N. G. 649 (1922). 

3) N. Troensegaard u. B. Koudahl, Diese Zs. Bd. 153, 8. 93 
(1926). 
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Die Verteilung der atherloslichen Verbindungen 
in den Serumproteinen. 

Aus etwa 25 Liter klarem Serum wurden 850 g Globulinc 
und 550 g Serum-Albumin erhalten, die nach der Entwiisserung 
mit absolutem Alkohol getrocknet wurden (Kinzelheiten siche 
in der vorausgehenden Abhandlung!’. Die groBe Menge De 
naturierungsalkohol wurde im Vakuum zur Trockne verdamptt. 
Aus dem Alkoholriickstand von den Globulinen wurden dure}: 
Atherextraktion 0,4 g Cholesterin und Lecithine gewonnen, 
wiihrend aus dem Riickstand des Albuminalkohols 22 ¢ erhalten 
wurden. Ein Teil der Globuline wurde mit Ather extrahiert: 
es konnte hierdurch jedoch kein Cholesterin mehr gewonnen 
werden. Nach der Alkoholextraktion des in Wasser unldslichen 
Teils der ersten Killung der Serum—Albumine, der den gréBten 
Teil des Cholesterins und fast alle Phosphatide enthilt, wurde 
mit chloroformhaltigem Alkohol extrahiert. Von den 22 ¢ 
trockener Substanz aus den Albuminen, die sich in Ather 
villig listen, konnten mit Accton aus der Atherlésung 6,6 ¢ 
als Lecithine gefillt werden. Die Serumalbumine ergaben 


hiernach $1 rohe Cholesterinester und 1%, robe Lecithine. 


‘wihrend aus den Globulinen nichts extrahiert werden konnte. 


Die geringe Menge von 0,4 g iitherléslicher Substanz, von der 
die Hilfte mit Aceton fallbar war, und die aus 850 g Globu- 
linen erhalten wurde, riithrt wahrscheinlich yon den Albuminen 
her. Stellt man die Serumproteine aus Blut, das bei der De- 
fibrinierung zu stark geschlagen wurde, dar, so enthilt das 
Serum viel mehr itherlésliche Stoffe, die vermutlich von den 
Blutkérperchen stammen. Ein Versuch mit einem solchen rot- 
gefirbten, aber klaren Serum, aus dem 540 g trockene Globu- 
line und 310 g Albumine gewonnen wurden, ergab — aus den 
Albuminen — 21g (= 6,7°/,) &therlésliche Stoffe, von denen 
sich 11,9 g in der Lecithinfraktion fanden. Besonders diese 
letztere ist also gréBer geworden. 

In diesem Falle enthielten auch die Globuline wesentliche 
Mengen von Cholesterin und Lecithinen, niimlich 1 bzw. 1,3 Ge- 
wichtsprozente. 

Mit einem Teil der Globuline von diesem Priiparat wurde 
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nach einmaliger Umfallung gepriift, ob der Siuregrad der 
Lisung bei der Fallung mit Ammoniumsulfat von EinfluB auf 
die Abspaltung der atherléslichen Extraktstoffe ist. 

2 Praparate nicht denaturierte Globuline, deren Trocken- 
substanz zu 49 bzw. 47 g berechnet wurde, wurden in Wasser 
angertihrt. Das erste wurde mit Schwefelsiure bis zur Wasser- 
stoffionenkonzentration p,, = 4,8 angesiuert, dem zweiten wurde 
die doppelte Menge Schwefelsiiure zugesetzt. Hierauf wurden 
die Globuline mit dem gleichen Volumen gesiittigter Ammonium- 
sulfatlésung gefallt. Nach der Filtration, Extraktion mit Alkohol 
und Ather und Eindampfung wurden aus dem ersten Praparat 
0,173 g Substanz als Lecithinfraktion und 0,623 g als Cholesterin 
gewonnen. Das zweite Priparat mit seinem héheren Siure- 
grad gab 0,161 bzw. 0,628 g. Beide Priiparate gaben also 
das gleiche Ergebnis, nimlich 0,35 Gewichtsprozent in der 
Lecithinfraktion und 1,3°/, Cholesterin. Der Versuch zeigt, 
daB bei der Siuerung keine iitherléslichen Fraktionen ab- 
gespalten werden; weiterhin ist — im Verhialtnis zum Aus- 
gangspraparat — die Lecithinfraktion auf ein Drittel gesunken, 
wihrend sich der Cholesteringehalt unveriindert gehalten hat. 


Der Nachweis des Cholesterinkomplexes in den Globulinen. 


Bei der Fraktionierung der Acetylbasen der verschiedenen 
Blutproteine haben wir — in unserer friher zitierten Arbeit — 
cezeigt, daB sich in der Petrolitherfraktion der Serum-Globu- 
line eine recht bedeutende Fraktion Kohlenwasserstoff findet, 
die weder unter den Acetylierungsprodukten des Globins, noch 
unter denen des Serum—Albumins vorkommt. Mit der niheren 
Untersuchung dieser Kohlenwasserstofffraktion haben wir uns 
hier befaBt und wir konnten nachweisen, daB diese Kohlen- 
wasserstoffe aus dem in den Globulinen vorhandenen Cholesterin- 
komplex stammen miissen. 

Die aus der Petrolitherfraktion der Acetylbasen der Glo- 
buline gewonnenen Kohlenwasserstofie waren schwierig zu 
destillieren, da sie leicht iiberschiumten. Das Priparat wog 
14 g, 2 Gewichtsprozent vom Globulin. Es wurde bei gewohn- 
licher Temperatur mit 50 cem 99°/,igem Alkohol (in 5 Por- 
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tionen zu je 10 ccm) behandelt. Das Ungeléste wurde einige 
Male mit im ganzen 400 ccm 99°/,igem Alkohol ausgekochit. 
Der in Alkohol unlésliche Rest wog nach dem Trocknen 1,7 ¢ 
und war in Ather leicht léslich (Frakt. I). Die Hauptfraktion 
in Alkohol wurde nebst dem, was sich beim Abkiihlen aus- 
geschieden hatte, auf 50 ccm eingedampft. Beim Abkiihlen in 
Kiswasser schied sich der gré8te Teil der Substanz aus (Frakt.1) 
Gewicht nach der Trocknung: 8,5 g. 

Das im Alkoho] zuriickgebliebene wurde dem ersten Wascli- 
alkohol beigefiigt; zusammen 3,5 g (Frakt. IID). 

Es lagen hiernach 3 Fraktionen vor: 

Fraktion I: unléslich in Alkohol, 1,7 g, 
» Ll: sehwer léslich in kaltem Alkohol, 8,5 g, 
» Ill: leicht léslich in Alkohol, 3,4 g. 

Alle Fraktionen sind leicht léslich in Ather und in Petrolither. 

Das Gewicht wurde nach der Trocknung im Vakuum bei 
120° bestimmt. 

Fraktion I wurde nicht destilliert. 

Fraktion IL wurde bei der Destillation bei 0,1—0,2 mm 
Druck in 3 Fraktionen geteilt: a) Destillationstemp. 180—190°. 
3,5 g (fliissig); b) 190—240°, 2,7 g (fest); c) nicht destilliert, 
2,0 g. (Die Destillation geht nunmehr ohne Schwierigkeit). 

Fraktion III wurde ebenfalls der fraktionierten Destillation 
unterworfen. Bei 0,2 mm Druck und 800° Olbadtemperatur 
gingen 0,8 g iiber (a); der Rest von 2,6 g (b) wurde nicht 
destilliert; es war vollig léslich in Ather. 

Die Destillation erfolgte im Anschiitzschen Fraktionskolben. 

Folgende Tabelle gibt die Elementaranalysen nebst den 


























7c} 7H | % Oo] %,N i Sy Forme! 
Frakt. I | 17,3 10,29 12,4 — _ — 
» Ila 85,5 12,8 1,7 — 220 C,¢Hys 
IIb 86,3 12,5 1,2 _ 223 C,H. 
Ile 81,5 11,2 5,3 2,0 345 — 
» Ila 85,3 13,1 1,6 — 240 ©, .Hss 
» IIIb 86,0 13,1 0,9 — — — 
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Molekulargewichten der Fraktionen, die sich zu dieser Be- 
<timmung eigneten, wieder. 
Frakt. Ila: 0,1699 g Subtanz gaben 0,5325 g CO,, 0,1960 g H,O. 
5,10 mg » in 0,1025g Campher gaben eine Schmelz- 
punktserniedrigung von 9,5°. 
IIb: 0,1256 g »  gaben 0,3973 g CO,, 0,1410 g H,O. 


Do 
y 


17,61 mg » in 0,2420g Campher gaben eine Schmelz- 
punktserniedrigung von 12°. 
IIIa: 0,0984 ¢ 5  gaben 0,3077 g CO,, 0,1140 g H,O. 
21,38 mg », in 0,2756g Campher gaben eine Schmelz- 


punktserniedrigung von 11,5° 
Der Campher hatte den Schmelzpunkt 180°. 

Mehrere Fraktionen enthalten eine Spur von Chlor und 
Stickstoff. Da der Sauerstoff durch Differenz bestimmt wurde, 
ist seine Menge aus diesem Grunde noch geringer als angefiihrt. 

Die Salkowskischen oder Liebermannschen Cholesterin- 
veaktionen werden von keiner Fraktion gegeben. 

Die Fraktionen Ila, b und ec wurden nach Me Ilhineys 
Methode auf Doppelbindungen gepriift; doch konnte keine 
Bromaddition bemerkt werden. 

Die Fraktionen Ila und b haben nach der Elementar- 
analyse die Formeln C,H,,_,, demnach nach der Molekular- 
vewichtsbestimmung O©,,H,,, withrend Fraktion Ifa die homo- 
loge Formel C,,H,, gibt. 

Trotzdem keine der Fraktionen die dem Cholesterin eigenen 
Reaktionen gab, so lag doch Grund zu der Vermutung vor, 
daB diese Kohlenwasserstoffe Abbauprodukte des Cholesterin- 
komplexes sind, insonderheit, da dieser Stoff bei der Fallung 
der Globuline nicht zum Vorschein kommt, wahrend er zu- 
sammen mit dem Seram—Albumin auftritt. 


Abbau von Cholesterin mit Acetylchlorid. 


Da wir in der Literatur keine Versuche iiber den Abbau 
von Cholesterin durch Erhitzen mit Acetylchlorid gefunden 
haben, so haben wir diesen Versuch angestellt. 

14 g¢ Cholesterinester aus der Albumindarstellung, die von 
Lecithinen befreit waren, wurden auf dieselbe Weise wie die 


Blutproteine mit 150 ccm Kssigsiiure und 100 ccm Acetyl- 
8* 
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chlorid, das im Laufe von 16 Stunden zugefiigt wurde, be: 
einer Olbadtemperatur von 105° acetyliert. Nach dem Ab- 
destillieren wurde mit 150 ccm Anhydrid und 10 g geschmolzenen, 
Natriumacetat 4 Minuten lang auf 182—133° erhitzt. Nac) 
dem Abdampfen war der Stoff véllig léslich in Ather und 


Petrolather. 


Ks hatte keine Verkohlung stattgefunden. Der 


Stoff wurde in 200 ccm warmem Alkohol gelést und in His- 
wasser abgekiihlt. 
Aus dem Alkohol schieden sich 4,4 g (Trockengewicht) :' 


Frakt. A). 


In Lésung blieben 10,4 g (Frakt. B). 


Fraktion A wurde bei 0,2 mm Druck destilliert. 


Bei einer Olbadtemperatur von 190—290° gingen 1,5 g (2 


und mit offener Flamme noch 0,7 g (b) iiber. 
etwas verkohlt, doch im wesentlichen in Ather ldslich. 


Der Rest wi 


Fraktion B, die gréBte, wurde bei 0,4 mm Druck destillier'. 
Bei einer Destillationstemperatur von 150—175° gingen 
2,5 g (Frakt. I), bei 175—230° 2,8 ¢ (Frakt. Il) tiber. Der 
Rest von 5 g (Frakt. ITD) wurde nicht destilliert. 
Alle Fraktionen geben die Salkowskischen und die 
Liebermannschen Cholesterinreaktionen. 


Elementaranalysen und Molekulargewichtsbestimmungen. 








Frakt. A (a) 


» A(b) 
» BD) 
, Bah 





7, C 


80,2 


79,9 
13,7 


78,5 





°/, 


11,4 


12,47 
11,12 
11,29 





”, Cl 





7, O 


7,6 
10,4 
10,2 


8,4 





M nach 





Bemerk- 
ungen 


fliissi2 
fest 


Berechnet man die Formel fiir Frakt. B (II) nach den 
Analysen und Molekulargewichtsbestimmungen, so kommt mau 
zur Formel C,,H,,0, .. 

0,1677 g Substanz (von BIT) gaben 0,4860 g CO, u. 0,1687g H.0. 


Die Sauerstoffmenge wurde weiterhin mit einer Acety!- 
bestimmung verglichen. 
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0,1200 g Subst. BIL gaben nach Wenzel 0,44 ecm n/1-CH,COOH, 
was 0,014 g O entspricht; nach der Formel berechnet: 0,0125 g. 

10,28 mg Substanz in 0,1048 g Campher gaben eine Schmelzpunkts- 
erniedrigung von 14,5°. 


Der Kohlenwasserstoff, der unter den Acetylierungs- 
produkten der Serumglobuline gefunden wurde, hatte die Formel 
C,,H,,- Die Acetylverbindung eines diesem Kohlenwasserstoff 
entsprechenden Alkohols hat die Formel C,,H,,O(CH,CO). 
Unter den Spaltprodukten des Cholesterins haben wir eine 
Fraktion mit der Formel C,,H,,[O(CH,CO)],,. Diese Uber- 
einstimmung mu mit dem vorstehenden als geniigender Be- 
weis gelten, daB die Serumglobuline einen fest gebundenen 
Cholesterinkomplex enthalten. Da bei der Spaltung der Globu- 
line Kohlenwasserstofie erhalten werden, wihrend die Alkohol- 
gruppe im gleichen Komplex erhalten bleibt, wenn das Chole- 
sterin mit Acetylchlorid gespalten wird, so muB das Cholesterin 
mit dem Proteinmolekiil durch das Kohlenstoffatom der Hydroxyl- 
gruppe verbunden sein. 

In Gegensatz zu den aus den Globulinen erhaltenen Kohlen- 
wasserstoffen addieren die Spaltprodukte des Cholesterins nach 
Mc Ilhineys Methode etwas Brom, jedoch nur 30°/, der be- 
rechneten Menge, wenn das Molekiil eine Doppelbindung von 
olefinartigem Charakter enthalten wiirde. Es soll jedoch be- 
merkt werden, da8 das Halogenbindungsvermégen der ver- 
schiedenen Cholesterine sehr verschieden ist. 

Zu 0,2225 g Substanz ex. Frakt. BIT wurden 64,34 ccm 
n/10-Br in Tetrachlormethan zugesetzt; nach Zusatz von K I 
zuriicktitriert mit 36,3 ccm n/10-Na,S8,0, und nach Zusatz von 
KIO, mit 11,35 cem n/10-Na,8,O,. Hiernach wurden 5,34 ccm 
n/10-Br addiert. Dem Molekulargewicht von 273 nach sollte 
1 g Stoff 7,33 ccm n/1-Br aufnehmen, wiihrend nach der Analyse 
nur 2,4 com aufgenommen wurden. 

Wir haben es fir iiberfliissig gehalten, die niheren Zahlen 
‘ir die itibrigen Analysen der Tabelle anzufiithren. Die Frak- 
tionen haben ja eine sehr gleichméBige Zusammensetzung. 
Hrakt. BI ist eine Mischung von Stoffen und enthalt eine 
chlorhaltige Verbindung. Die angegebene Spaltmethode kann 
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sicher gute Beitrige zur Festlegung der Konstitution des 
Cholesterins, die durch die Arbeiten von Windaus nur teil- 
weise bestimmt wurde, liefern. 

Da die Globuline die physiologisch wichtigsten unter dev 
Serumproteinen sind, so ist die Annahme nicht von der Hand 
zu weisen, daB ihre physiologische Bedeutung auf der An- 
wesenheit eines Cholesterinkomplexes und einer Lecithingruppe 
beruht. Zu einem weiteren Nachweis des Cholesterins in 
Serumglobulin fehlt uns die Kenntnis des Enzyms, das im 
Organismus das Cholesterin vom Proteinmolekiil abzuspalten 
vermag. 

Es wird keine Atherlésliche Substanz abgespalten, die 
als Cholesterinabbauprodukt bestimmt werden kann, sowoh| 
nicht bei Lésung und Kochen 3 Stunden mit wasserfreiem. 
metbylalkoholischem Kali, als auch nicht bei wiBriger Hydro- 
lyse mit 4/n-HCl. 

Da die Antitoxine an die Pseudoglobuline gekniipft sind”, 
diirfte die Untersuchung sehr interessant sein, ob das Chole- 
sterin besonders an die Pseudoglobuline oder an das Euglo- 
bulin gebunden ist. Es soll hier noch darauf hingewiesen 
werden, da das Pseudoglobulin in einem normalen Pferde- 
serum 42°/, der Menge der Proteine repriisentiert, wahren« 
das Mengenverhiiltnis dieses Proteins im Serum eines immuni- 
sierten Pferdes bis auf 78°/, ansteigen kann. 

Da diese Untersuchungen auBerhalb unseres Arbeitsplanes 
liegen, wollen wir keine weiteren Versuche in dieser Richtung 
anstellen. Ebensowenig ist es unsere Aufgabe uns iiber die 
Bedeutung auszulassen, die das Verteilungsverhiltnis von Globu- 
linen und von Albumin sowohl im Serum wie in der Spinal- 
fliissigkeit fiir die Medizin hat. Aber die medizinische Wissen- 
schaft erwartet von Seiten der Chemiker sicher, daB die Proteine 


des Blutes auf rationellere Art als bisher untersucht werden. 


et ee es e+ 


1) Pick, Beitr, z. chem. Phys. u. Path. I, 1901; G. C. Reymann, 


Zs. f. Immunitiitsforsch. u. exp. Therapie Bd. 41, S. 209 (1924). 
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Uber den basischen Charakter des Hamins. 


Nach Versuchen von Herrn Dr. W. Zimmermann mitgeteilt 


von 
William Kiister. 


(Mitteilung aus dem Labor. f. organ. u. pharmaz. Chemie der Techn. Hochschule Stuttgart.) 


(Der Redaktion zugegangen am 3. Januar 1926.) 


Das von mir aufgestellte Bild des Himins weist zwei 
basische Stickstoffatome in Form von zwei Pyrrolenylkernen 
auf, auch die von H. Fischer gewiahlte Konstitutionsformel 
zeigt die gleiche Anordnung. LEinen ersten experimentellen 
Beweis fiir diese Annahme erblickte ich in dem Bestehen eines 
Additionsproduktes von Chlormethyl an ein Dimethylhimin. 
Doch war das Praparat nicht krystallisiert erhalten worden 
und, wenn auch die fir Wasserstoff, Eisen, Chlor und Methyl- 
bei der Analyse erhaltenen Werte gut mit den berechneten 
iibereinstimmten, im Kohlenstoffgehalt lieB eine Differenz von 
2°/, zu wiinschen tibrig. Es ist nun Herrn Dr. W. Zimmer- 
mann gelungen, das bei der Methylierung von Kisessighimin 
in den Mutterlaugen des auskrystallisierenden Dimethylhamins 
verbleibende Additionsprodukt krystallisiert zu erhalten. Die 
Analysen des bei 167° schmelzenden Stoffes ergaben ein- 
deutig das Vorliegen eines Dimethylhiiminiummethylchlorids 
C,,H,,0,N,FeCl, und es gelang auch, durch Behandlung mit 
'/, n-Ammoniak allein das angelagerte Chlormethyl wieder 
abzuspalten und zu einem Dimethylhimin zuriickzugelangen. 
Damit ist allerdings erst fiir das eine Stickstoffatom der Be- 
weis vom Vorhandensein des basischen Charakters erbracht. 





120 William Kiister, 


Ich schlieBe aber aus der von R. Wilstitter und M. Fischer’ 
erkannten Mdéglichkeit 2 Molekeln Bromwasserstoff an das 
Hamin zu addieren, dai in letzterem zwei basische Stickstoti- 
atome enthalten sind. Wenn nun in unserem Fall nur 
1 Molekiil Methylchlorid addiert worden ist, so diirfte dies darin 
begriindet sein, dai das zweite Stickstoffatom bereits fiinfwertiy 
vorliegt, indem nur das eine Carboxyl verestert ist, das zweite 
aber mit dem ihm erreichbaren basischen Stickstoff zu einem 
Betain zusammengetreten ist. Da nun in dem eingesetzten 
Kisessighimin beide Carboxyle die Betainbindung eingegangen 
sind?), muB bei der Gewinnung des Additionsproduktes, bei 
der das Haimin ja in Chloroform-Pyridin gelést, also mit eine: 
Base behandelt wurde, die Sprengung einer der beiden Betain- 
bindungen erfolgt sein, was auch verstiindlich erscheint. 
wenn wir beriicksichtigen, daB die beiden Carboxyle nicht 
gleich stark sauer sind. Da nun das Additionsprodukt 
an Alkalien nur das angelagerte Chlormethyl, aber kein Chior 
vom Eisen abgibt, ist ihm die Form zu erteilen: 








: a 
Xk ~—€O, NCH, 
am a \ 

4 ACH 
N’ —COOCH, N_ ° 
L/ b \Cl 


wonach das schwiichere Carboxyl b des Kisessighimins aus 
der Betainbindung gelést und verestert worden ist, wihrend 
das Betain des stirkeren Carboxyls a am Stickstoff methyliert 
worden ist. Vielleicht sind aber auch zuniichst beide Carb- 
oxyle bei dem zur Darstellung nétigen Lésen in Pyridin-Chloro- 
form aus der Betainbindung gedrangt und verestert worden, 
worauf bei einem Teil der vorhandenen Menge am methy- 
lierten Carboxyl a nachtriiglich wieder Betainbindung stattfand 
und die Addition von Chlormethyl erfolgte. Hierfiir spriclit, 
daB dem neben dem in Lésung bleibenden Additionsprodukt 
entstehenden, in Methylalkohol sehr schwer léslichen und daher 
ausfallenden Dimethylhimin die Form 





1) Diese Zs. Bd. 87, S. 444 (1913). 
*) Vgl. Diese Zs. Bd. 151, S. 67 (1926). 
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; N, —CO,CH, N 
if \ 
)Fe | Cl 
es 
N’ —COOCH, N 
L/ 





zugeschrieben werden muB, da es beim einmaligen Behandeln 
mit kalter Sodalésung 16°/, seines Chiors abgab. Nach diesem 
Verhalten kiime noch die Form: 


’. ra 
ya’ a 
‘FeC] 
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nN’ —coo NCH, 
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L 
in Betracht, doch ist das Vorliegen desselben weniger wahr- 
scheinlich, da durch sie zum Ausdruck gebracht wird, daB nur 
das stirkere Carboxyl aus seiner Betainbindung verdrangt 
worden 1st. 


~ 


Kxperimenteller Teil. 

A. Zu den Versuchen wurde EHisessighimin verwendet, das 
aus Mischblut von 3—4)ihrigen Ochsen mit emer Ausbeute 
von 4,5—4,7 g pro Liter dargestellt wurde. 

0,49104 g Rohhimin wurden mit 15ccm 20°/ iger Salz- 
siure 30Stunden im Rohr bis auf 110° erhitzt, wonach sich 
im Filtrat 10,12 mg Fe,O, vorfanden. Es waren somit 1,44”), 
oder 16,7°/, des Gesamteisengehalts (8,59 °/,) abgespalten worden. 


B. Methylierung des Hisessighimins. 

Je 4g rohes Hiaimin wurden mit 8,5ccm trockenem 
Pyridin und 80ccm Chloroform 10 Minuten lang geschiittelt, 
die Lésung filtriert und das Filter mit Chloroform aus- 
gewaschen, wonach 0,15—0,2 g aus EiweiB und Hiimin be- 
stehend zuriickblieben. IJInzwischen waren 225 ccm absoluter 
Methylalkohols zum Sieden erhitzt und dann mit 20 ccm 
38°/,iger Salzsiure versetzt worden. In diese siedende Lisung 
wurde das Gesamtfiltrat vorsichtig unter Riihren eingetragen, 
indem auf dem Wasserbade weiter erhitzt wurde, bis sich der 
zum Rihren benutzte Glasstab mit Krystallen beschlug. Die 
erkaltete und im Hisschrank 12 Stunden aufbewahrte Mischung 
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wurde dann durch Absaugen getrennt und das auskrystalli- 
sierte Dimethylhamin so lange mit kaltem Methylalkohol nach- 
gewaschen, bis derselbe nahezu farblos ablief*), worauf noch 
mit Wasser chlorfrei gewaschen wurde. 

Das hier erhaltene Dimethyl(chlor}himin krystallisierte in 
gekreuzten Nadeln, war in kalter und heiBer 5°/,iger Soda- 
lésung nicht léslich und léste sich leicht in EKisessig, Chloro- 
form, Benzol, Aceton und Methylathylketon. Die Ausbeute 
betrug im Durchschnitt 3,4 g (Praparat I). 

Kin zweites Priparat wurde aus Hisessighimin, das aus 
Kalbsblut dargestellt worden war, in derselben Weise ge- 
wonnen (II). 

I. 100,53 mg Substanz (im Vakuum) gaben 21,725 mg AgCl. 





9,579 mg na ts 7 ia 6,418 mg AgJ. 
II. 19,4 mg bw oe 3,860 mg AgCl. 
3,692 mg ” - ~~ a 2,502 mg AgJ. 
C.gH;,0,N,FeCl Ber. 5,24°/, Chlor 4,43°/, fiir 2CH,. 
Gef. 5,34 4,28 
4,92 4,33 


Zum Umkrystallisieren wurden pro Gramm Dimethyl- 
‘chlor)himin 30 g Hisessig bendtigt. Aus der siedend filtrierten 
Lésung schied sich der Farbstoff in schénen Nadeln aus, die 
teilweise sternférmig vereinigt waren. 

0,1255 g Dimethylchlorhamin wurden mit 50 ccm 5°/,iger 
Sodalésung 24 Stunden lang unter haiufigem Umschiitteln dige- 
riert, wobei kein Farbstoff in Lésung ging. Das mit Salpeter- 
siure angesiiuerte Filtrat gab durch Silbernitrat eine Fiallung 
von 4,486mg AgCl, welche Menge 0,88°/, Chlor entspricht. 
Es wurden somit 16,7°/, des in der eingesetzten Menge Di- 
methylchlorhimin enthaltenen Chlors abgespalten. 

C. Die Mutterlaugen samt dem zum Auswaschen des Di- 
methylchlorhimins benutzten Methylalkohol wurden mit viel 
Wasser versetzt und die hierdurch abgeschiedene Chloroform- 
schicht, welche reichlich Farbstoff enthielt, mit Wasser salz- 
siiurefrei gewaschen und dann getrocknet. Nach dem Ab- 
destillieren des Chloroforms wurde der Riickstand in méglichst 








1) Die Aufarbeitung des Filtrats ist unter C. beschrieben. 
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wenig Chloroform gelést und die Liésung durch Petrolither 
gefillt. Mit dem erhaltenen Niederschlag wurde die Umfallung 
aus methylalkoholischer Lésung durch Petrolither wiederholt 
und der Farbstoff dann aus einer konzentrierten Lésung in 
Chloroform in Form rhomboedrischer Krystalle erhalten, die 
sich auch in Kisessig und Benzol lésen. Durch letzteres 
Lésungsmittel tritt eine Verinderung ein, da der Riickstand 
einer Benzollésung sehr viel schwerer léslich geworden ist. 
Die Ausbeute an Dimethyl(chlor)himiniummethylchlorid, als 
welches sich der Farbstoff durch die Analysen erwies, betrugen 
etwa 0,4 g auf 4 ¢ eingesetztes rohes Kisessighimin. 


0,1407 g Substanz (im Vakuum) gaben 0,3122 g CO, u. 0,067 g H,O. 


) 
10,01 mg ‘ t. » ) » 0,682 eem N (18°, 748 mm). 
22,238 mg - (+ » ) 4 8,502 mg AgCl (Carius). 
2,405 mg “ ls » ) 5, 2,183 mg AgJ. (Zeisel). 


C,,Hs,0,N,FeCl, Molgew. 728,29 
Ber. 60,99°/, C 5,12°/, H 7,69°9/, N 9,749, Cl 6,19°/, fiir 3CH, 
Gef. 60,54 5,32 7,87 9,46 5,81 


Das Spektrum einer Lésung des Himiniums in Chloroform 
gleicht dem des gleichzeitig entstandenen Dimethyl(chlor)himins. 

5°/,ige Sodalésung wirkte auch beim Erhitzen im kochenden 
Wasserbade auf das Anlagerungsprodukt nicht ein, es konnte 
weder Lésung noch Abspaltung von Chlorionen beobachtet 
werden, Auch gegen 1°/,ige Natronlauge ist es bestindig. 
Dagegen wurde das angelagerte Methylchlorid durch alhoho- 
lische Lauge, sowie durch Ammoniak abgespalten. 

In eine mit Eis—Kochsalzmischung gekiihlte Lésung von 
1 g Kaliumhydroxyd in 100 ccm absolutem Methylalkohol wurde 
1 g des Haminiums eingetragen und 15 Minuten durchgeriihrt, 
wonach durch ein Kreppfilter in 150cecm 5°/,ige gekiihlte 
Kssigsiure einfiltriert wurde. Der ausgewaschene und ge- 
trocknete Niederschlag im Gewicht von 0,6 g?) erwies sich nach 
dem Aussehen, den Léslichkeitsverhiltnissen und der Analyse 
als Dimethyl(chlor)himin. 


ne 





) Von dem eingesetzten einen Gramm hatte sich in der kalten 
Lauge nicht alles gelést. 
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26,063 mg Substanz (im Vakuum) gaben 5,844 mg AgJ. 


2,92 mg ‘i ( vo aa” 1836 mg ,,.- 
C.,H,,0,N,FeCl Ber. 5,24 °/, Chlor 4,43°/, fiir 2CH, 
Gef. 5,54 4,02 


0.8201 g des Himiniums wurden 1 Stunde bei Zimmer- 
temperatur mit 100ccm 2n-Ammoniak auf der Maschine ge- 
schiittelt, wobei kein Farbstoff in Lésung ging. Im mit Sal- 
peterséure angesiuerten Filtrat erzeugte Silbernitrat einen 
Niederschlag von 0,1057 g AgCl = 3,19°/, Chlor. Durch noch- 
malige Behandlung des Filterriickstandes mit 2n-Ammoniak 
wurden weitere 1,27°/, Chlor herausgenommen: 

0,7323 g gaben 0,03765 g AgCl. 

C,,H;,0,N,FeCl Ber. fir 1 Chlor 4,87°/,  Gef. 4,46°/, 

Der Riickstand erwies sich als Dimethyl(chlor)himin: 


20,038 mg Substanz (i. Vak.) gaben 4,156 mg AgCl = 5,13°/, Chlor. 


3,604 mg . (, 9» ) 9s 2,704mg AgJ = 4,80°/, Methy], 


wofiir auch die Léslichkeitsverhiltnisse sprechen. 
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Uber den Dichlorhamatoporphyrindimethyliather, einen Di- 
und einen Trichlormetaporphyrindimethylather. 


9 Mitteilung iiber Porphyrine. 
Von 


W. Kiister und W. Zimmermann. 


Aus dem Laboratorium fiir organische und pharmazeutische Chemie der Technischen 
Hochschule Stuttgart.) 


(Der Redaktion zugegangen am 3. Januar 1925.) 


Nachdem festgestellt worden war, da® sich an ein Di- 
methyl(brom)himin zwei Atome Brom anlagern kénnen!), war 
es naheliegend, auch die Addition von Chlor zu versuchen, 
was denn auch leicht erreicht wurde. Ausgegangen wurde vou 
dem in der vorstehenden Abhandlung beschriebenen Dimethy|- 
(chlor/hamin. Das daraus erhaltene Dichlor-dimethyl(chlor)- 
himin hat sich als vollstaindiges Analogon des friiher be- 
schriebenen Dibromproduktes erwiesen, namentlich wurde auch 
bei ihm ein Spektrum beobachtet, das von dem des verwendeten 
Dimethyl(chlor)himins nur wenig abwich, so daB die Anlagerung 
des Chlors sich nicht an den die Farbe bedingenden Stellen 
des Molekiils, sondern an den Seitenketten vollzogen haben 
muBte. So war zu erwarten, daB sich auch die Uberfithrung 
in ein Porphyrin bewerkstelligen lassen wiirde, doch war zu 
beriicksichtigen, daB bei Verwendung von Bromwasserstof{—Kis- 
essig Komplikationen eintreten konnten, wenn etwa ein Ersatz 


1) W. Kiister mit A. Greiner, H. Oesterlin und W. Heess, 
Diese Zs. Bd. 86, S. 187 (1913); Bd. 136, S. 234 (1924); Chem. Ber. Bd. 58 
S. 1022 (1925). 
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des eingeftihrten Chlors durch Brom stattfand. Dies zu priifen 
soll unsere nichste Aufgabe sein, denn der Verlauf der Brom- 
wasserstoffaddition an die bereits Chlor tragenden Seitenketten 
muB, falls keine Verdriingung des Chlors stattfindet, die Richtig- 
keit unserer Vorstellungen von der Natur der Seitenkettey 
und vom Chemismus bei der Halogenaddition und endlich bei 
der Sprengung der Bindung zwischen den Seitenketten unter 
Porphyrinbildung erweisen oder uns zu einer anderen Aui- 
fassung des Geschehens fiihren. Nach der bisherigen Annahme 
miBte sich nimlich ein Chlor-Bromhimatoporphyrindimethy]- 
aither bilden, und der Verlauf der Reaktionen durch folgende 
Bilder wiederzugeben sein: 


\o_c_cu, \co_c-—cu, 
«| < | 

ae —C—O=CH, \o_b—c_cx.c1 
HC a: Cl 

\c_c_cH — \o-c— CH— CH 


x | x | 
Yo--cn, a: —CH, 


Da C—CH, \o—c—cn, 


NX | um ‘\ | u-ocH, 
\o—C—C—CH,Cl C—U—C——CH,Cl 
> Ho/ Cl —> He OCH, 
\c—C—CH—CH,Br C—C—CH-—CH,Br 
al | 
\o_b_on, \o_¢_cH, 
/ FA 


Um aher eine sichere Grundlage zu gewinnen, haben wir 
vorgezogen, zuniichst einmal die Porphyrinbildung durch Chlor- 
wasserstoff—Eisessig zu bewirken. Allerdings war bekannt, dab 
letzteres Gemisch weit weniger hierzu geeignet ist, als Brom- 
wasserstoff—Eisessig, wenigstens beim Chlorhimin selbst.1) Da 
aber dieses sein Eisen an Salzsaure viel schwerer abgibt als 





1) H. Fischer, Diese Zs. Bd. 84, 8S. 281 (1913). 
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das Dimethylhimin, stand zu erwarten, daB letzteres auch mit 
Kisessig—Chlorwasserstoff leichter reagieren wiirde und noch 
leichter muBte das Dichlor-dimethyl(chlor)himin das Kisen 
abgeben, da jetzt festgestellt wurde, daB es durch Salzsiéure 
allein unter gleichen Bedingungen mebr Eisen verliert als Di- 
methyl(chlor)himin. Es zeigte sich dann, dab die Porphyrin- 
bildung sich beim Dimethyl(chlor)himin durch Kisessig—Chlor- 
wasserstoff mit einer Ausbeute von etwa 18°/,, beim Chlor- 
additionsprodukt mit 22°/, Ausbeute vollzieht. Im ersteren 
Kalle wurde der Himatoporphyrindimethylither erhalten, da 
wir in gewohnter Weise die Aufarbeitung mit Methylalkohol 
vornehmen, im zweiten Fall entstand der Dichlorhimato- 
porphyrindimethylither. Er krystallisierte aus 90°/, igem 
Methylalkohol in feinen Nadeln und wies die Salzsiurezahl 
»7,6% auf, wihrend sie fiir den Haimatoporphyrindimethylither 
4,7, fiir das Dibromderivat 5,7 betragt. Der basische Cha- 
rakter wird also durch den Eintritt des stark negativen Chlors 
auch gegeniiber dem des Broms herabgesetzt. 

Unsere weiteren Versuche betreffen die Kinwirkung eines 
Uberschusses von Chlor auf ein Dimethyl(chlorjhimin. Hierbei 
trat starke Chlorwasserstoffentwicklung auf, es war also auch 
Substitution eingetreten und zwar an den die Farbe bedingen- 
den Stellen, denn das isolierte Produkt, das im ganzen 6 Chlor- 
atome aufwies, unterschied sich vom Dichlordimethyl(chlor)hamin 
durch seine braune Farbe und durch das Fehlen jeglicher 
selektiven Absorption. Da nun weder eine Verseifung noch 
eine Herausnahme von Kisen stattgefunden hatte, glauben wir 
annehmen zu kénnen, daB sich 4 Chloratome addiert haben, 
zwei an die Seitenkette, zwei an zwei Methine, wihrend ein 
drittes Molekiil Chlor substituierend auf eine der 4 Methin- 
gruppen eingewirkt hat: 


C,H. (CH,),0,N,FeCl + 3Cl, = C,,H,,(CH,),0,N,FeCl, + HCl, 


mit welcher Formel die analytisch ermittelten Werte gute 
Ubereinstimmung zeigen, obgleich es noch nicht gelungen ist, 
den Stoff im krystallisierten Zustande zu gewinnen. Da nun 
dieses Dimethyl(chlor)haminpentachlorid das Eisen bei der 


_ 
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Behandlung mit Salzsiure verhiltnismibig leicht verlor, wurde 
auch die Kinwirkung von Chlorwasserstoff—Kisessig untersucht, 
wobei das substituierte Himin mit griiner Farbe in Loésu: 
ging. Die Aufarbeitung derselben, wie bei der Gewinnung 
des Himatoporphyrindimethylaithers vorgenommen, zeiticte 
dann das bemerkenswerte Resultat, da8 das in Ather gelisi 
Reaktionsprodukt durch 10°/,ige Salzsiure nicht aus diese: 
Lésung herausgenommen, sondern zum Teil gefallt wurde uni 
zwar in Form eines dunkelgriinen, amorphen Stoffes. Der 
Ather enthielt dann noch einen hellgriin gefiirbten Kérpev. 
Die Analysen ergaben, daB beide Stoffe Kisen nicht mehr ent- 
hielten und da dem ersteren die Formel (,,H,,O,N,Cl,, de 
letzteren die Formel C,,H,,O,N,Cl, zuerteilt werden kann. Be 
dem zu ihrer Gewinnung eingeschlagenen Verfahren war nu. 
Verseifung eingetreten, trotzdem waren 2 Methoxyle vorhande:, 
zwei von den urspriinglich vorhandenen und von den zu 
Sprengung der Bindung zwischen den Seitenketten in For 
von 2 Molekeln Chlorwasserstoft hinzugetretenen Chloratome. 
waren also wieder durch Methoxyl ersetzt worden. AuBerdeu 
muBte aber eine Abspaltung von 2 Molekeln Chlorwassersto!! 
erfolgt sein. Es liegt nahe, daB hier die beiden an die Me- 
thine addierten Chloratome in Betracht kommen, was mdglic) 
ist, da durch die Herausnahme des Eisens der zur Chlor- 
wasserstofiabspaltung nétige Wasserstoff an 2 Stickstofiatomen 
vorhanden ist. 


CH Cl-C-H 
Pa a cs Pal i ; 
—C=C o-0-~Ol, —C=C c—C—CH, 
>N nx | NN NC | 
\ m | Da | 
man Gk ta Ga ee ¢—C—C—CH, 
rd oe O \ 

He Rel Gx Wy ha Ga —_\ 
Ff ~ \ , ff Cl 
—C-€ ; C-C-CH=CH -C=6 , 6—C—CH—CI 
os eo 
ae 6—C—CH, —t=6 ¢—C—CH, 

GH CH 


Dimethyl(chlor)himin Pentachlor-dimethyl(chlor)hamin 











a 
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CH 
oa 
—C-C C—C—CH, 
ae y, 
DN “a H 
a ot... a 
om | OCH, 
HC CCl 
WA  % H 
-~-C—C C—C—C——CH.Cl 
is a OCH. 
SN N 3 
4 ay 
ae ¢—O—CH, 
CH 


Trichlormetaporphyrindimethylither. 


Das Entstehen des Metaporphyrinderivats, welchen Namen 
wir vorschlagen, da dem Stoff eine vom Meso- und Himato- 
porphyrin abweichende Konstitution zuerkannt werden mub, 
kann demnach durch die folgenden Gleichungen zum Ausdruck 
gebracht werden: 

C, ,Ho:(CH,).0,N,FeCl, + 6HC] = 2CH,Cl + FeCl, + C,,H,,0,N,Cl, , 
C,4H,30,N,Cl, + 2CH,OH = 4HCI + C,,H,,0,N,CI,(OCH,), . 


Das Entstehen des zweiten griinen Stoffes, der 1 Molekiil 
Salzsiure weniger enthalt, ist dann wohl auf den Austritt von 
Chlorwasserstoff aus einer der Seitenketten zuriickzufihren. 

Alle Beobachtungen lassen sich also mit der Konstitutions- 
formel des Haimins in Kinklang bringen, die der eine von uns 
vorgeschlagen hat, und beide Substitutionsprodukte des Meta- 
porphyrins sind dem von H. Fischer hergestellten Tetrachlor- 
mesoporphyrin an die Seite zu stellen, mit welchem Stoff sie 
in der Farbe Abnlichkeit aufweisen und auch darin gleichen, 
daS beide kein Absorptionsspektrum geben. Sie lieBen sich 
denn auch durch Jodwasserstoti—Kisessig in Mesoporphyrin 
iiberfiihren, das allerdings nur spektroskopisch identifiziert 
wurde, Bemerkenswert ist nun, da’ bei der Kinwirkung yon 
nascierendem Chlor auf Mesoporphyrin alle 4 Methinwasserstoft- 
atome, bei der Einwirkung von molekularem (hlor auf Di- 
methyl(chlor)himin nur ein Methinwasserstoff durch Chlor 
ersetzt wird. Doch stehen auch diese Beobachtungen mit den 
Bildern in vollem Einklang, denn im Himin nimmt die eine 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f, physiol. Chemie, CLIII. y 
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Methingruppe eine Sonderstellung insofern ein, als sie 
Glied eines Achtringes auftritt, der im Mesoporphyrin nich 
mehr vorhanden ist. Nehmen wir in letzterem an Stelle dey 
ungesiittigten zusammenhiingenden Seitenketten 2 Athyle «x, 
so erscheint es durchaus symmetrisch gebaut und damit siid 
die 4 Methine gleichwertig, so daB sie durch das nascierende 
Chlor in gleicher Weise verindert werden. Dafiir aber, dat 
beim Himin nur eine Addition von Chlor an 2 Methinen 
gegeniiber der Substitution beim Mesoporphyrin stattgefundey 
hatte, diirfte die Art der Chlorierung, hier durch nascierendes 
Chlor, beim Hiamin durch molekulares eine geniigende Er- 
klarung bieten. 
Experimenteller Teil. 
A. Dimethyl(chlor)himin—Hamatoporphyrindimethylather. 

1. Das in der vorstehenden Abhandlung beschriebene |)i- 
methyl(chlor)hamin verlor bei zweimaliger Behandlung iit 
20°/,iger Salzsiure im Rohr bei 110° 56,5°/, des in ili 
enthaltenen Ejisens. 0,5655 g hatten nach 30 Stunden ab- 
gegeben 20,36 mg Fe,O, oder 2,51°/, Fe, das sind 30,57! 
des Kisengehaltes von 8,24°/, im Dimethylhimin. 0,5144 ¢ 
des Riickstandes von der ersten Behandlung verloren beim 
weiteren 30 stiindigen Erhitzen mit 15 ccm 20°/, iger Salzsiur 
15,59 mg Fe,O, oder 25,94°/, des Kisens. 

2. 1,8 g Dimethyl(chlor)haimin wurden in 90 ccm Eisessig 
heiB gelést und unter allmihlicher Abkiihlung bis auf 0’ 
15 Stunden getrockneter Chlorwasserstoff eingeleitet, worau' 
die Lésung noch 2 Tage auf der Maschine geschiittelt wurde. 
Dann wurde der Hisessig aus der ohne einen Riickstand zu 
hinterlassen filtrierten Lésung im Vakuum so vollstiindig wie 
moéglich abdestilliert und der blauschwarze Riickstand mit 
30 ccm absolutem Methylalkohol 20 Stunden bei 45° Wasser- 
badtemperatur digeriert, wobei 0,7 g ungelést blieben, die sic! 
als unangegriffenes Dimethylhimin erwiesen. Aus der methy!- 
alkoholischen Lésung konnten nach schon bekannt gegebene 
Vorschrift ') 0,33 g Hiimatoporphyrindimethylither im krystalli- 





1) Diese Zs. Bd. 94, S. 181 (1915). 
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sierten Zustande — braunrote Nadeln aus Methylalkohol - 
isoliert werden. 
Die Salzsiurezahl wurde = 4,7 festgestellt. 


10,515 mg Substanz (i. V.) gaben 7,712 mg Agu. 
CygH ON Ber. 4,81°/, CH, Gef. 4,69°), CH, 


B. Dichlordimethyl (chlor) hamin—Dichlorhamatoporphyrin- 
dimethylather. 

1. 3,2 g Dimethbyl(chlor)hamin wurden in 65 ccm Chloro- 
form gelést und in diese Lésung eine solche von etwa 0,5 ¢ 
Chlor (= 3 Atome) in 12,5 ccm Chloroform eingetragen, wonach 
2 Stunden geschiittelt wurde. Nachdem dann etwa die Hilfte 
des Chloroforms bei Zimmertemperatur verdampft war, wobei 
uur geringtiigige Chlorwasserstoffentwicklung auitrat, wurde in 
250 cem Petrolither (Siedep. 50°) eingegossen und der hierbei 
nusfallende Niederschlag abfiltriert.‘) Durch Umkrystallisation 
aus heiBem Eisessig (1:25) konnte er in prismatischen Formen 
erhalten werden. 

51,32 mg Substanz (i. V.) gaben 29,365 mg AgCl (Carius). 

66,35 mg mn ¥e » 937,25 me AgCl - (ein 
zweites Priiparat). 

C,,1,,0,N,FeCl, Ber. 14,21°/, Cl 
Gef. 14,15 13,89°), Cl 

Das Dichlordimetbyl(chlor)himin Jést sich leicht in Aceton, 
Methylalkohol und siedendem Benzol, etwas schwerer in Chloro- 
form. Die Lésung in letzterem zeigt 4 Absorptionsstreifen: 

i = 6838—620, 550—532, 520—490, 485—435. 

2. 175,45 mg Dichlordimethyl-chlorhimin wurden mit 
50 com 5°/, iger Sodalésung angerieben und die Mischung 
24 Stunden lang unter hiufigem Schiitteln bei Zimmertempe- 
ratur stehen gelassen, wobei kein Farbstoff in Lésung ging. 
Das mit Salpetersiiure angesiiuerte Filtrat gab dann auf Zu- 


satz von Silbernitrat 6.73 mg AgCl. Dies entspricht 0,94"), 


1) Der nicht gefillte Teil wurde durch Verdunstenlassen des Chioro- 
‘forms und Petrolither gewonnen. Er erwies sich mit dem gefillten 


Teil identisch. 
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Chlor. Es warden also 6,6°/, des Gesamtchlors heraus- 
genommen. 

3. 0,5 g Dichlordimethyl(chlor)himin wurden 5 Stunden 
am RiickfluBkiihler mit 80 ccm absolutem Methylalkohl ge- 
kocht, wobei alles in Lésung ging und saure Reaktion auftrat. 
Nach dem Abdestillieren des Methylalkohols wurde der Riick- 
stand in Ather gelést, die Liésung filtriert und durch Petro!- 
ther gefallt. Die Analyse des in einer Ausbeute von 0,42 » 
erhaltenen Niederschlags zeigte, daB etwa 1 Chloratom durch 
Methoxyl ersetzt worden war. 

5,871 mg Substanz (i. V.) gaben 4,445 mg AgJ (Zeisel). 


17,88 mg ™ a » 1,520 mg AgCl (Carius). 
C3,H,,0,;N,FeCl, Ber. 6,05°, 3CH, 9,52°/, Chlor 
Gef. 5,29, 10,4 


4. 5 g Dichlordimethyl(chlor)himin wurden in 250 ccm 
Kisessig gelést und in die auf 0° abgekiihlte Lésung 15 Stun- 
den lang trockner Chlorwasserstoff eingeleitet. Dann wurde 
im Vakuum abdestilliert und der Riickstand mit 75 cem ab- 
solutem Methylalkohol bei etwa 50° behandelt, wobei 2,4 » 
ungelést blieben, die sich als unverindertes Dichlordimethy!- 
(chlor)haimin erwiesen: 

16,012 mg Substanz (i. V.) gaben 8,97 mg AgCl = 13,85°/, Cl 

(ber. 14,2°/,). 

Die weitere Aufarbeitung gestaltete sich wie beim [D- 
methyl(chlor)hamin. 

Nach dem Ausziehen der itherischen Lisung mit 10°/,iger 
Salzsiure, wobei das Porphyrin in die wiBrige Saure gine. 
wurde die iatherische Lésung mit Wasser ausgeschiittelt. 
Hierbei wurde beobachtet, daB die schwach salzsaure Lésung 
im einfallenden Licht rosarot, im durchfallenden hellgriin ge- 
fiirbt war und fluorescierte, ihr Spektrum wies nur einen 
starken Streifen bei 2 523—578 auf. 

Die das Porphyrin enthaltende, dunkelrote salzsaure Li- 
sung blieb 5 Tage zur Verseifung der Estermethyle stehen, dann 
wurde mit Natronlauge fast neutralisiert und der Farbstofi 
durch Zugabe von Natriumacetat gefallt, abfiltriert, gewaschen 
und im Vakuum getrocknet. Durch eine Extraktion mit Ather 
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wurde er in viereckigen blittchen erhalten, aus iB 
90°/,igen Methylalkohol krystallisierte er beim Abkiihle 
0 

langen, roten Nadeln. Die Ausbeute betrug 1,1 g. Bei 
zweiten Darstellung wurden aus 1,5 ¢ |ichlordimethyl(chlo: 
himin, die in 65 ccm Eisessig—Chlorwasserstoff gelést worder 
waren, 0,5 g des rohen Dichlorhiimatoporphyrindimethylithe: 
erhalten. Das Vorliegen dieses Stoties bi stitigte die Anal 


7,910 mg Substanz (i. V.) gaben 5,06 mg AgJ (Zeise! 


17,95 mg - = . 7,687 mg AgCl (Carius 
C,H ,,>0gN,Cl, Mol.-Gew. 695,46 
Ber. 4,32°/, 2CH. 10,20 Chlor 
Gef. 4,09 - 10,59 


Das Spektrum der itherischen Lisung zeigte 4 Absorption 
strelfen: 2:625—610, 580—570, 535—525, 505—495, gleicht 
also dem des Dibromhimatoporphyrindimethylithers auBer- 
ordentlich, fiir den W. Heess!) 2:620—605, 570--563, 534 
bis 525, 505—494 ermittelte. 

Die Salzsiiurezahl wurde zu 7,6 festgestellt, d.h. eine 
Lisung von 0,02 g in 100 cem Ather gab beim Schiitteln mit 
dem gleichen Volumen 7,.6°/, iger Salzsiure allen Farbstofi 
an die Siure ab. 





Die Léslichkeit in Ather ist gering, leichter léste sich 
das Porphyrinderivat in Chloroform. 


C. Pentachlordimethyl(chlor)hamin—Trichlormetaporphyrin- 
dimethylather. 

1. Die filtrierte Lésung von 4 ¢ Dimethyl(chlor)hiimin in 
100 cem Chloroform wurde mit 30 ccm Chloroform versetzt, 
die 2,1 g Chlor enthielten, welche Menge etwa 11 Atome Chlor 
auf das Himinmolekiil berechnet entspricht. Nach 2 stiindigeimn 
Schiitteln wurde das Lésungsmittel bei Zimmertemperatur zur 
Hilfte verdampft, wobei starke Entwicklung von Chlorwasser- 
stoff beobachtet wurde. Auch wies die Liésung noch einen 
starken Geruch nach Chlor auf. Sie wurde dann in 250 ccm 
Petrolither eingetragen und der entstandene Niederschlag ab- 
filtriert. Etwa 3/, des Farbstofis blieb aber in Lésung und 





1) Chem. Ber. Bd. 58, S. 1026 (1925). 
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konnte erst nach Abdampfen der Lésungsmittel bei Zimmer- 
temperatur erhalten werden. Doch erwies sich auch dieser 
Teil als mit dem gefillten identisch. Im deutlich krystalli- 
sierten Zustande wurde das Pentachlordimethyl(chlor)himin 
nicht erhalten, als welches es sich durch die Analysen erwies. 
Kine Reinigung des Rohprodukts erfolgte durch eine Um- 
scheidung aus heiBem Benzol. 


0,1528 g Substanz (i. V.) gaben 0,2804 g CO, u. 0,0562 g H,O. 


7,805 mg - ‘“ » 0,482 cem N bei 20° u. 734 mm J. 
28,985 mg = Po » 29,46mg AgCl (das _— gefiillte 


Priparat). 

19.35 mg Substanz (i. V.) gaben 19,576 mg AgCl (mach dem Ver- 
dunsten der Lisungsmittel gewonnen). 

6,561 mg Substanz (i. V.) gaben 3,565 mg Agu. 

Cy oH,30,N,FeCl, Mol.-Gew. 854,08 
Ber. 50,60, C  3,89°/, H 6,569, N 3,609, 2CH, 24,91°/, C! 
Gef. 50,06 , 4,11 4, 6,31 4, 3,47 9s 25,14 ,, 
25,02 ,, 

Ks lést sich leicht in heiBem Eisessig (1:15), in Aceton 
und Methyliithylketon, in Chloroform schwerer als Dimethy]- 
(chlorjhimin. In keinem der Lésungsmittel konnte ein se- 
lektives Spektrum des braunen Farbstofis beobachtet werden. 

2. Gelegentlich der Verwendung eines gréferen Uber- 
schusses an Chlor wurde die Beobachtung gemacht, daB ein 
Teil des erhaltenen Farbstoffs sich in Chloroform und Benzol 
nur sehr schwer léste, wodurch eine Trennung sich ermég- 
lichen lieB. Es zeigte sich, daB dieser Teil eine Verseifung 
erfahren hatte — er léste sich bereits in kalter Sodalésung —, 
in Kisessig und Aceton war er leicht léslich. 

26,986 mg Substanz (i. V.) gaben 2,81 mg Fe,Q3. 

34,640 mg S - 5» 36,41 mg AgCl. 

C,,H,,0,N,FeCl, Ber. 25,75°/, Cl 6,769), Fe 

Gef. 26,00 ie 7,28 " 


Die Zeiselbestimmung mit 4,968 mg Substanz verlict 
negativ. 

3. 0,2342 ¢ Pentachlordimethyl(chlor\himin wurden mit 
50 ccm 5°/, iger Sodalésung angerieben und die Mischung unter 


éfterem Umschiitteln 12 Stunden lang stehen gelassen, wobei 
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kein Farbstoff in Lésung ging. Nach dem Filtrieren wurde 
mit Salpetersiiure angesiiuert und mit Silbernitrat gefallt. Er- 
halten wurden 65,19 mg AgCl = 6,87°/, Chlor. 

Durch die Sodalésung waren somit nicht ganz 2 Atome 
Chlor abgespalten worden, fiir welche sich 8,5°/, Chlor be- 
rechnen wiirden. 

4. 0,5¢ Pentachlordimethyl(chlor)himin wurden mit 80 ccm 
absoluten Methylalkohols am RiickfluBkiihler erhitzt, wobei der 
Stoff mit braungriiner Farbe vollstiandig in Lésung ging und 
schwach saure Reaktion auftrat. Der nach dem Abdestillieren 
des Methylalkohols verbleibende Riickstand wurde dann unter 
celindem Erwirmen in Ather gelést und die Lisung mit Petrol- 
ither gefallt. Erhalten wurden 90,38 g eines gelbbraunen, 
amorphen Pulvers, das in Eisessig und Aceton leicht léslich, 
in Chloroform schwerer léslich war. Ein Spektrum zeigte die 
Liésung nicht. Nach der Analyse zu urteilen, waren 2 Chlor- 
atome entfernt worden, ohne daB ein Ersatz durch Methoxy! 
eingetreten wiire. Die Wegnahme des Chlors kann nur aus 
der Seitenkette erfolgt sein, wie aus den Kigenschaften hervor- 
geht. Das gegeniiber dem Dichlordimethyl(chlor)himin ab- 
weichende Verhalten diirfte mit der Substitution des einen 
Methinwasserstoffs durch Chlor im Zusammenhang stehen, 
dessen Kohlenstoff mit dem einen, Chlor tragenden Kohlenstoff 
der Seitenkette Gheder eines Achtrings sind. 

4,375 mg Substanz (i. V.) gaben 2,407 mg AgJ. 


29,302 mg o . » 21,272 mg AgCl. 
36,290 mg - i - 3,715 mg Fe,Q,. 
C,,H,,0,N,FeCl, Ber. 18,11°/, Chlor 71,184, Fe $,83°/, 2CH, 
Gef. 17,96 a 7,16 . 3,52 7 


5. 0,5173 g Pentachlordimethyl/chlorjhamin wurden mit 
15 ccm 20°/, iger Salzsiure 30 Stunden lang im Rohr bis auf 
110° erhitzt. Nach dieser Zeit waren 5,34°/, Fe (39,795 mg 
Fe,O,) abgespalten worden. Durch nochmalige Einwirkung 
von Salzsiiure wurden weitere 0,8°/, Fe abgespalten. 

0,22965 g Substanz gaben 2,626 mg Fe,Q,. 

Insgesamt wurden also 6,14°/, Fe oder 93,88 des gesamten 
Kisens (6,54°/,) herausgenommen. Der Riickstand léste sich 


% 
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nicht mehr in Aceton, Chloroform, Benzol, selbst durch heife) 
Kisessig wurden nur noch Spuren gelist. 

6. 5 g des Pentachlorids wurden in 250 ccm heiBem His- 
essig gelést und dann, schlieBlich unter Hiskiihlung 15 Stunden 
lang Chlorwasserstoff eingeleitet. Hierbei firbte sich die 
Lésung griin, wihrend sie bei der EKinwirkung von Lisessig- 
chlorwasserstoff auf Dimethyl(chlorjhimin und Dichlordimethy|- 
(chlor)himin braunrot gefirbt war. Die Lésung wurde dai 
2 Tage auf der Maschine geschiittelt, wonach ungeléste Par- 
tikel nicht mehr vorhanden waren. Nach dem Abdestillierei 
des Kisessigs im Vakuum wurde der Riickstand mit 125 ccm 
ubsolutem Methylalkohol bei 45° 20 Stunden digeriert, wodurch 
bis auf 0,3 g alles in Lésung ging. Die methylalkoholische 
Lésung wurde dann mit 400 ccm Ather versetzt und mit 
Wasser gewaschen bis alles Eisen entfernt war. Als nun zur 
Wegnahme des Porphyrins die atherische Lésung mit 10°/,iger 
Salzsiiure versetzt wurde, fiel ein dunkelgriines, harziges Chlor- 
hydrat aus, wahrend sich die Salzsiure nicht anfiirbte, der 
Ather aber noch griin gefirbt blieb (vgl. bei 7). Der wit 
Ather ausgewaschene Niederschlag verlor beim Trocknen im 
Vakuum die angelagerte Salzsiure und erwies sich dann wieder 
in Ather léslich, Eisessig liste sehr leicht, etwas schwerer 
lésten Alkohol, Aceton und Chloroform, in Soda war das 
Produkt leicht léslich. Der basische Charakter ist sehr 
schwach, die Salzsiiurezahl wurde zu ..24“ bestimmt. Ein 
selektives Spektrum wurde in den Lisungen nicht beobachtet. 
Die Ausbeute betrug 0,8 g, krystallisiert wurde der Stoff noch 
nicht erhalten, die Analysen des vdllig eisenfreien Stoffes 
weisen auf das Vorliegen eines Trichlor-metaporphyrindimethv1- 
athers hin. 

7,906 mg Substanz (i. V.) gaben 0,545 cem N bei 20° u. 738 mm B. 

28,326 mg a » 18,235 mg AgCl. 

4,245 mg ) ‘ ” 2,796 mg AgJ. 

CygH,0,N,Cl, Ber. 14,61°/, Chlor —7,69°/, N._—4,129/, CH, 

Gef. 15,92 - 7,79 ‘ 4,21 - 

Der Stoff ist befihigt, Eisen komplex zu binden wie aus 

dem Farbenumschlag der griinen Liésung in Kisessig, der mit 
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Kochsalz gesittigt war, in braunschwarz hervorging als bei 
70° ein Zusatz von Ferroacetatlésung erfolgte. Kin Spektrum 
konnte auch hiernach nicht festgestellt werden. 

7. Die braungriine itherische Lésung wurde mit Wasser 
salzsiiurefrel gewaschen, getrocknet und abdestilliert. Der 
Riickstand wurde zur Reinigung in wenig Chloroform gelést 
und durch Petrolither wieder gefillt. Nach dem ‘Trocknen 
im Vakuuim wurde ein hellgriines, amorphes Pulver erhalten, 
das in Chloroform, Ather, Benzol und Hisessig, auch in Soda 
leicht léslich war. Ein Spektrum gaben die Lésungen nicht. 
Die Salzséurezahl wurde zu ..25“ bestimmt. Die Ausbeute 
betrug 0,6 g. 

Die Analysen weisen auf einen Dichlormetaporphyrin- 
dimethylather hin. 


4,328 mg Substanz (i. V.) gaben 0,31 cem N bei 20° u. 74 mm. 


31,682 mg re ue » 14,28 mg AgCl. 
4,446 mg ~ "= ye 3,112 mg AgJ. 
C,,Hs,0,N,Cl. Ber. 8,10°/, N 10,25°/, Chlor 4,34°/, 2CH, 
Gef. 8,17 , 11,15 2 4,47 


8. 0,3 g Trichlormetaporphyrindimethylather wurden in 
4,5 ccm Kisessig gelést und nach Zusatz von 0,6 ccm Jod- 
wasserstofisiure (spez. Gew. 1,96), 0,45 g rotem Phosphor und 
0,9 com Wasser 25 Minuten am RiickfluBkiihler gekocht. Nach 
etwa 10 Minuten erfolgte ein Farbenumschlag von Griin nach 
Rot. Nach der angegebenen Zeit wurde vom Phosphor ab- 
gesaugt, das Filtrat mit Wasser verdiinnt, mit Natronlauge 
schwach alkalisch gemacht und mit KEssigsiiure gefillt. Der 
noch feuchte Niederschlag liste sich in etwa 100 ccm Ather, 
welche Lésung zur Entfernung noch vorhandenen Jods mit 
Thiosulfatlésung ausgeschiittelt wurde. Nach Abdestillation 
des gréBten Teils des Athers krystallisierten doldenférmig an- 
geordnete rote Nadeln aus, deren iitherische Loésung das cha- 
rakteristische vierbandige Spektrum des Mesoporphyrins aufwies: 
A = 620—604, 578—565, 533—522, 505 — 490. 

Der als Dichlormetaporphyrindimethylither bezeichnete 
Stoff lieB sich gleichfalls durch Jodwasserstoff und Phosphor 
zu Mesoporphyrin reduzieren. 
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Zur Kenntnis der Inulase. 
V. Mitteilung iiber Inulin.?) 


Von 
Hans Pringsheim und Rahel Perewosky. 


(Aus dem Chemischen Institut der Universitit Berlin.) 


(Der Redaktion zugegangen am 7. Januar 1926.) 


Theoretischer Teil. 


Die weitere Ausdehnung unserer Versuche iiber die Pilz- 
inulase hat uns bei dem in der IV. Mitteilung ermittelten 
Acidititsoptimum mit Hilfe der wiB8rigen und durch Dialyse 
gereinigten Kxtrakte der zerriebenen Pilzmycelien zu den fol- 
genden Resultaten gefiithrt. Der EinfluB der organischen 
Kohlenstoffquelle bei der Ziichtung des Aspergillus niger iuBert 
sich nicht in so iibersichtlicher und einheitlicher Weise, wie 
das bisher angenommen wurde. Die Angabe von Dean”), dab 
Aspergillusarten Inulase nur ausbilden, wenn sie auf einen 
inulinhaltigen Nahrboden herangezogen werden, ist heute nicht 
mehr aufrechtzuerhalten. Selbst die Beobachtung, daB die 
Aktivitiit des Extraktes stiirker ist, wenn man den Pilz au 
Inulin, als wenn man ihn auf Rohrzucker ziichtet?), hat nur 
eine bedingte Richtigkeit, zumal in unseren friiheren Versuchen 
die Extraktion des Inulinfermentes mit Wasser und die des Rohr- 
zuckerfermentes mit 70°/, Glycerin vorgenommen wurde. Bei 
gleichmiBiger Innehaltung aller Versuchsbedingungen fanden 





1) Friihere Mitteilungen Chem. Ber. Bd. 54, 8. 1281 (1921); Bd. 55, 
S. 1409, 1414 (1922). Diese Zs. Bd. 133, S. 80 (1924). 

2) Am. Soe. Bd. 32, S. 69 (1904). 

8) H. Pringsheim u. G. Kohn, Diese Zs. Bd. 133, 8. 80 und 


zwar 8. 83 (1924). 
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wir unabhingig von der Wachstumsdauer des Pilzes eine 
stiirkere Wirkung des Rohrzuckerfermentes als des Inulin- 
fermentes und zwar nicht nur beziiglich der Reaktionskinetik, 
ausgedriickt durch die Konstante der monomolekularen Reak- 
tion, sondern auch in bezug auf die aus dem Vergleich mit 
dem Trockengehalte der Fermentlésung erreclinete Inulase- 
einheit. Bei langerer Wachstumsdauer von 90 Tagen iiberwog 
die Aktivitaét des Rohrzuckerfermentes in weit stiirkerem Mage 
als bei 25tiigiger Wachstumsdauer. Bei der von uns aui- 
gedeckten Komplikation dieser Verhiltnisse halten wir eine 
Umkehr dieser Erscheinung bei noch kiirzerer Ziichtungsdauer 
des Pilzes fiir denkbar. 

Grundlegend muB unsere friihere Angabe !) berichtigt werden, 
daB Pilzinulase das desacetylierte Inulinacetat 1m Gegensatz 
zu natiirlichem Inulin nicht spaltet. Die neuen mit Asper- 
cillusferment angestellten Versuche lassen keinen Unterschied 
in dem quali- und quantitativen Spaltungsvermégen dieses 
Fermentes gegeniiber den beiden genannten Substraten erkennen. 
Auch die Wiederholung des Versuches mit Penicillium glaucum 
gab dasselbe Resultat. Wir gewinnen auf diese Weise liickenlos 
die Grundlage fiir die Molekulargewichtsbestimmung des Inulins 
durch die kryoskopische Messung am Inulinacetat zuriick, die 
durch die réntgenspektroskopische Ubereinstimmung der beiden 
Inuline bewiesen war; sie wurde durch unseren vor 3 Jahren 
angestellten Fermentversuch in unerfreulicher Weise unter- 
brochen, und wir stellten jetzt anheim, dies auf die damals 
noch unexakte Versuchsanstellung zuriickzufiihren. Bei der 
Yerwendung der Acetondauerpriparate ist offenbar eine Zer- 
stérung der Inulase zu befiirchten, was bei unseren frischen 
dialysierten Extrakten nicht der Fall ist. Wir halten unsere 
neue Versuchsanstellung fiir ganz zuverlissig, 

Die frithere Angabe, da& man bei lingerem Wachstum 
des Pilzes aktivere PreBsiifte erhilt als bei kiirzerem, wurde 
von uns durch eine umfangreiche Versuchsreihe bestiitigt; dehnt 
man das Wachstum wie in den friiheren Versuchen bis zum 


'! HH. Pringsheim u. Aronowsky, Chem. Ber, Bd. 55, 8. 1414 
(192). 
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22. Tage aus, so wird das Mycel immer reicher an Inulase. Von 
diesem Tage vermindert sich der Gehalt des Pilzes an Inulase 
unter den von uns innegehaltenen Ziichtungsbedingungen; je; 
ihrer Anderung, z. B. bei héherer Temperatur und dadurch 
bedingtem schnelleren Wachstum diirfte das Optimum der 
Fermentproduktion auf einen friiheren Termin verschoben 
werden. Doch ist jedenfalls von Wichtigkeit, daB es_beziig- 
lich dieses Faktors ein Optimum bei relativ kurzer Lebens. 
dauer des Pilzes gibt, welches einige Tage (etwa 4) spiiter als 
das maximale Wachstum erreicht ist. 


Experimenteller Teil. 


Substrat. Fiir die folgenden Fermentversuche verwandten 
wir ein Inulin, welches durch Umfallen des Rohinulins aus 
60°/, Alkohol gewonnen wurde. Es enthielt 0,3—0,4°/, redu- 
zierende Bestandteile (auf Fructose berechnet). Die Eigen- 
reduktion des Inulins ist in den nachfolgenden Versuchen 
iiberall beriicksichtigt worden. 

Die Fermentlésungen. Die Fermentextrakte wurden 
nach den Angaben der vierten Mitteilung durch Extraktiou 
der zerriebenen Mycelien des Aspergillus niger mit Puffer- 
lésungen optimaler Aciditit und Dialyse der Extrakte gegen 
Wasser gewonnen. 





PreBsaft Nr. . . . ... I if Ill IV V 
Anzahl zur Ziichtung  ver- 5 5 5 6 5 


wandter Erlenmeyerkolben 
750 cem_ ~—_— Filiissigkeitshdhe 
etwa 3 cm. 





Beschaffenheit des Nihrsub- | Inulin | Rohr- | Inulin | Rohr- | Rohr- 
strates zucker zucker j zucker 

Ausgelaugt mit: cem Citrat- 150 140 90 100 60 
Puffer 

Nach der Dialyse aufgefiillt 200 200 120 120 70 
auf: cem Wasser 

Wachstumsdauer in Tagen 90 90 25 22 25 

Trockengehalt von 5cem der 29 18 43 35 33 


Fermentlésung in mg 
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Fermentversuche. 


la. Vergleich von Inulin- und Rohrzuckerferment. 
Wir beimpften je 5 Erlenmeyerkolben mit Inulin- bzw. Rohrzucker- 
nihrsubstrat mit Aspergillus niger und setzten mit den gewonne- 
nen PreBsiiften (1 und IL) folgende Inulinspaltungsversuche an: 


Ks wurden verwandt: Je 20ccm 3°/,ige Inulinlésung, 
10ccm Puffer (p,, = 3,8), 
40 ccm Fermentlésung. 


Beide Fliissigkeiten titrierten wir tiglich einmal. Fer- 
ment- und Inulinlésung wurden, im Brutraum getrennt, 2 Stunden 
vorgewirmt und die Zeit ¢ von der Zusammengabe ab ge- 
rechnet. Vor den Titrationen pipettierten wir jedesmal 10 bzw. 
5 cem in verdiinnte Sodalésung ein. In den ‘l'abellen sind 
alle Werte auf 20ccm umgerechnet. Es werden stets folgende 
Abkiirzungen gebraucht: 


x = umgesetzte Substanzmenge; a = angewandte Substanz- 
menge; ¢ = Kinwirkungsdauer des Fermentes in Stunden; 4 = 
Konstante der monomolekularen Gleichung. 








Inulinferment Rohrzuckerferment 
Spaltung Spaltung 
durch dureh 
t | Ferment | v/a la— xi k-10° t Ferment | v/a ja— av} /:-10° 
in mg in mg 
Fructose Fructose 
: : . es 2 a 
29 3,4 0,01 | 185,1 | 0,75 24 14,5 0,07 | 174,07 3.3 
48] 7,3 | 0,04] 181,2] 0,82 48] 30,6 | 0,16] 157,9] 3,6 
%2 10,0 0,05 | 178,5 | 0,75 G2 46,8 0,24 1141.7] 3,9 
96{ 12,7 | 0,06] 175,8 | 0,72 96} 62,1 | 0,32]126,4] 4,1 
120] 14,0 |0,07]174,5] 0,64 120] 72,9 [0,40] 115,6) 4,0 
144} 81,3 | 0,44] 107,2] 3,9 


























.__ 0,00076 + 0,1885 


0,232 


EOD 00006175. Ife = 0004974. 
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1b. Hauptversuch. Derselbe Versuch wurde mit de 
Fermentlésungen III und IV wiederholt. 


Ks wurden verwandt: Je 15ccm 4°/ige Inulinlésung, 
40ccm Fermentlésung, 
10ccm Puffer (p, = 3,8), 
10 ccm Wasser. 
































Inulinferment Rohrzuckerferment 
Spaltung | Spaltung 
dureh durch 
¢ {| Ferment | v/a ja — x} k-108 ¢t | Ferment | v/a ja — x} k-10 
in mg in mg 
Fructose Fructose 
21 10,7 | 0,06 | 165,3 | 28,1 2 8,9 | 0,05] 167,1] 25,9 
14 51,0 [os] 1250] 24,4 14] 53,6 | 0,80] 122.4] 265 
22] 65,0 | 0,36 | 111,0 | 20,9 221 85,2 [0,48] 90,8} 300 
gs} 93,0 | 0,52] 83,0] 27,0 38} 1201 10,68] 55,9 | 30.1 
541 1210 [068] 55,0] 21,5 54} 140,0 | 0,79] 36,0] 29,3 
118 160,0 0,93 16,0 | 20,3 118 168 0,99 8,0 | 26,1 


._ 0,0244+0,176 0,0124. If = 0,0279-0,176 
0,280 


f= ai = 0,0175. 





2a. Vergleichsversuch zwischen gewdhnlichem 
Inulin und desacetyliertem Inulinacetat. Wir unter- 
suchten das Verhalten der beiden Substrate gegeniiber ei 
und derselben Fermentlésung. Beide Substanzen wurden 2u 
genau 4°/,igen Lisungen aufgelést und mit Fermentlésung I!) 





versetzt. 
Wir verwandten: Je 20 ccm Inulin = bzw. desacetyl. Inulin- 
acetatliésung. 
10ccm Puffer (p,, = 3,8), 
40ccm Fermentlésung. 


| j 
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Gewohnliches Inulin. Verseiftes Inulinacetat. 
Spaltung Spaltung 
durch durch 
Ferment | v/a |a — x| k-10° ¢ | Ferment | 2/a |a — x] k-10° 
in mg in mg 
Fructose Fructose 
2} 1,8 | 0,00} 249.6] 3,6 2 20 10,00] 24941 3,9 
is} 15,5 | 0,06] 235,9} 3,5 18} 15,2 | 0,06] 236.2] 3,4 
20} 19,8 0,07 | 232,1 | 3,9 201 20,4 0,08 | 231,0] 4,2 
3] 23,1 0,09 | 2283] 3,4 28] 23,4 0,09 | 2280} 3,4 
40 31,2 0,12 | 220,27 3,3 40) 29,8 0,11 | 221,6} 3,1 
114] 69,0 | 0,27] 1824] 2,8 114] 72,0 !0,28}179,4] 2,9 
0,0035+-0,2514 — 0,0086 -0,2514 _ 
lf= — —— = 0,00255. Lf = — = 0,00263. 
' 0,344 ; 


0,844 


2b. Derselbe Versuch wurde mit einer stiirkeren Ferment- 


ldsung (VY) wiederholt. 


Wir verwandten: Je 40 ecm 


Gewodhnliches Inulin. 


2°/,ige Inulinlésung bzw. des- 


a 


acetyl. Inulinacetatlésung. 


40 ccm Fermentlésung, 
10ccm Puifer (p,, = 3,8). 


Verseiftes Inulinacetat. 








Spaltung 
durch 
Ferment 
in mg 
Fructose 
35,2 
70,8 
105,0 
130,4 
140,0 
148.4 





» 0,0096-0,1955 


0,264 


a-— x 





— 0,00930. 





/;+10° 


2 
92 
10,0 
10,1 
10,4 
98 


t 





Spaltung 
durch 
Ferment 
in mg 
Fructose 


38,4 
73,4 
121,9 
125,2 
133,6 
139,1 





x/a 


0,19 
0,37 
0,62 
0,64 
0,68 
0,71 


0,010 -0,1955 





0.264 


ad— «@ 


157,1 
122,1 
73,9 
70,3 


61,9 





56,4 





ke 10° 


= (,00762. 
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2c. Wir wiederholten nun denselben Versuch mit einem 
uus den Mycelien von Penicillium glaucum gewonnenen Fer- 
mentextrakt. Die Pilze wurden in 5 Erlenmeyerkolben 
750 ccm auf Inulinnéhrboden herangeziichtet. Die Wachstums- 
temperatur betrug 26—27° C, die Wachstumsdauer 22 Tage. 
Die Mycelien verarbeiteten wir genau, wie es bei Aspergillus 
niger angegeben ist, auf Fermentextrakt. Wir erhielten 100 cc 
Fermentfliissigkeit; der Trockengehalt von 5 ccm betrug 40 mg. 
Fiir den Spaltungsversuch verwandten wir: 















































Je 40ccm 2°/,ige Inulinlésung bzw. desacety). 
Inulinacetatlésung, 
40 ccm Fermentlésung, 
! 10ccm Puffer (p,, = 3,8). b— 
i 
i Gewohnliches Inulin. Verseiftes Inulinacetat. a 
: Spaltung Spaltung 
f durch durch 
: ¢ | Ferment | a/x Ja — x} k-10° t | Ferment | z/a |a— wx] k-10 3 
A in mg 1n mg g 
Fructose Fructose j 
24] 28,2 | 0,14] 167,3] 6,4 24] 30,4 10,15] 1651] 7,4 ik 
48| 53,4 | 0,27] 1421] 66 48| 55,3 10,28] 140,2] 6,9 4 
d 96] 100,0 | 0,51] 95,5] 7,4 96] 1032 [0,52] 92,3] 7,8 8 
120] 111,38 ]|0,57] 84,2] 7,0 120] 113.4 [0,86] s21] 7,2 £| 
168| 130,9 | 0,67] 64,6] 6,5 168] 135,9 | 0,69] 59,6] 7,0 
ifs oer v= 0,00409. If = oe — 000439. 
3. Versuch zur Bestimmung der optimalen Fer- |{* 
mentwirkung bei verschiedener Wachstumsdauer vou Fr 
Aspergillus niger. Eine Reihe Erlenmeyerkolben 750 ccm ‘ 
(Fliissigkeitshéhe etwa 3 cm) versahen wir mit Rohrzuckernihr- si > 
substrat und beimpften mit Aspergillus niger. Je 3 Erlen- sl 
meyerkolben mit den Mycelien verarbeiten wir zu den ver- a 
: schiedenen angegebenen Zeiten auf Hermentextrakt, der jedesmal im 





auf 50ccm aufgefillt wurde. Mit den gewonnenen PreBsiiften 
wurden Inulinspaltungsversuche angesetzt, die je nach der 


a 
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| Wachstumsdauer der entsprechenden Mycelien verschieden ver- 
liefen. Hiir die Spaltungsversuche verwandten wir jedesmal: 


20cem 4°/,ige Inulinlésung, 
10ccm Puffer (p,, = 3,8), 


4Q0cem Hermentlisung. 



































PreBsaft AlB|c | p|E|F |G 
= | - ‘ 
Wachstumdauer in ‘Tagen 10 12 | 18 | 22 | 30 | 42 | 50 
Trockengehalt von 5 cem 47 40 | 35 | 32 | 49 | 54 | 40 
des Prebsaftes | 
A | 5 C 
aa | , ites a 
| | | | | | 
t | ; aja 'a—a«x\k-108} x | ala |a—axlk-10?| & | aa | a—x k-10° 
| | | | | 


3| 1,5 0,00 2499! 1,9 | 1,1 0,00 | 250,3 1,4 | 2.0] 0,00 | 49,4 2,6 
g/ 42 0,01 247.2 21 | 1,5 0,00 | 249.9 0,7 | 60] 002 2454 3,0 
4] 35! 003 2429 14 | 4,0. 0,01 217,4) 0,6 1 14,9 0,05 | 236,5 2,5 
21231 0,09 2283 1,3 |10,6 0,04 | 2408 0,6 | 40,8 0,16 | 210,6 2,5 
4/39,2 0,15 212.2 1,4 | 18,7 0,07 | 232,7. 0,6 | 76,0 0,80 | 175,431 
| 47,9 0,18 | 2035; 1,5 | 20,7| 008 | 230,.7' o6 | — | — ; — | — 
2/57,0 0,22 1944] 1 
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o | °° | | ° | | x 
a9. j |< f | So | io 
2 4 \a—- XU) aA] e& | ea |a—-el a] © | rja|a-eis] w& | aa ja-axris 
| ~2 | ~e | x | | wie 











6] 2,0 0,01 249,4 12,6] 2,5/0,00| 248,9|3,3] 1,1 0,00 250,3 | 1,4 

5,7] 5,3 0,02 246,112,6] 4,4/0,01/ 247 [2,21 2,5 0,00 | 248.9 L,2 
20} 216,2 6,2]14,5 0,05 | 236,9 |2,4] 7,2] 0,02 | 244,2/1,2| 7,6] 0,03 | 243,8 | 1,2 
89, | 0,35 | 162,0 6,2] 45,3 0,18 206,1 2,7] 25,2] 0,09 226,211,4] 11,3] 0,04 | 240,1| 0,6 
65,5 0,61| 95,8 84] 70,3 0,35, 181,1|2,8 ial ae 220,911 15,4] 0,06 | 236,0 | 0,5 
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Die aus dem Vergleich mit dem oben angegebenen Trocken- 
gehalt der in dem Versuch verwandten PreBsifte errechnete 


Inulasewert betrug: 


fir PreBsaft A 


. &B 
, . £€ 
, dD 

, K 
» © 

, &G 


: 00146+0,2514 ; 
if = 2 O07, 


0,376 


.  0,00071 -0,2514 re 
Lf = Fag = 0,00056, 





0,00274-0,2514 
a we RE. 
0,280 


my 
™, 
i 


‘ 0,0062 -0,2514 
[f= = = 0,00608, 











),0026-0,2514 eae 
lf = 0 90166, 
0,392 
: 0,00184-0,2514 — 
f = —— a = ; — UV, 1 7 « 
/ 0,432 ieee 





0,0011-0,2514 0.00086. 


ae 0,240 




















Ein Reaktionsprodukt aus Glycyl-glycin. 
Von 


Emil Abderhalden und Riehard Haas. 


Aus dem Physiologischen Institute der Universitat Halle a. S.) 


(Der Redaktion zugegangen am 9. Januar 1926.) 


Bei der Uberfiihrung von Glycyl-glycin in die Enolform 
des entsprechenden 2,5-Dioxo-piperazins beobachteten wir das 
Auftreten einer auferordentlich schwer léslichen Verbindung, 
die die empirische Zusammensetzung des Glycyl-glycins zeigt, 
jedoch in allen Eigenschaften sich von diesem Dipeptid scharf 
unterscheidet. Die auSergewéohnlich schwere Léslichkeit der 
Substanz verhindert leider die Feststellung des Molekular- 
vewichtes des erhaltenen Produktes, ebenso scheitert die Dar- 
stellung von Derivaten an der genannten Kigenschaft. Ks scheint 
uns von grofem Interesse, dab es gelingt, aus dem Dipeptid 
Glycyl-glycin, das in Wasser relativ gut léslich ist, durch Er- 
wirmen ein Produkt zu gewinnen, das so gut wie unldslich in 
Wasser und organischen Lisungsmitteln ist. Es sei in dieser Be- 
ziehung daran erinnert, da die vollkommen unléslichen Eiweib- 
stoffe wie Keratinsubstanzen, Seidenfibroin, Byssus, Spinnen- 
seide und iiberhaupt Spinngewebe von den diese Proteine hervor- 
vringenden Driisen im flissigen Zustande abgegeben werden. 
us erfolgt dann an der Luft Erstarrung. Wir gedenken, diese 
ganzen Vorgiinge genau zu studieren. Der Umstand, dab das 
Dipeptid Glycyl-glycin allein schon zu einem Korper fiihren 
kann, der in seiner Lislichkeit den erwiihnten Proteinoiden 
sehr nahe steht, gibt vielleicht einen Fingerzeig, wie aus einigen 
wenigen Elementarkérpern durch Kondensation ein Produkt 

10* 
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mit ganz neuen EKigenschaften hervorgehen kann. Das Naho- 
liegendste ist, an eine Polymerisation zu denken. Uber dic 
Art und Weise, wie die einzelnen Glycyl-glycinmolekiile 
sammengefiigt sind, vermégen wir zurzeit keine Angaben 
machen. 

Experimenteller Teil. 

3 g Glycyl-glycin wurden mit 30 g Diphenylamin 1?/, Stunde: 
auf 185—190° erhitzt, wobei sich unter geringer Wasserdamp- 
bildung die Schmelze dunkel firbte. Nach dem Erkalte; 
wurde das Diphenylamin durch Ausziehen mit Ather entferni, 
Der tiefbraun gefirbte Riickstand wurde mit 50° warmen 
Alkohol ausgezogen. Aus der alkoholischen Lésung wurde 
nach dem Einengen im Vakuum bei 30° 0,4 g Glycinanhydri( 
gewonnen. Der Kérper zeigte die fiir die tautomere For 
der Anhydride (Dioxopiperazine) charakteristischen Reaktionen. 
Die Pikrinsiiure- und Xanthoproteinreaktion waren nach sorg- 
filtigster Entfernung des Diphenylamins stark positiv.') Soda- 
alkalische Permanganatlésung wurde entfirbt. Schmelzpunkt 
etwa 275°. 

Analyse: 

Angewandt 29,5 mg Subst., verbraucht 5,15 cem n/10-H,SO, (Kjeldab! 
Gefunden. . . . . . 24,46% N. 
Berechnet fiir C,H,N,O, 24,56°/, N. 

Der in Alkohol unlésliche, undeutlich krystalline, tiei 
braun gefiirbte Riickstand war in Wasser, wie auch in den 
iiblichen organischen Lésungsmitteln fuBerst schwer léslich, 
weshalb eine Molekulargewichtsbestimmung nicht ausgefiihrt 
werden kounte. In 2n-Natronlauge léste er sich mit brauner 
Farbe, die beim Ansiiuern mit Salzsiiure fast ganz verschwand. 
Erneuter Zusatz von Natronlauge bewirkte wieder Fiarbung 


der Lésung. Schmelzp. 290—300°. 
Analyse: 2,98 mg Subst. gaben 1,55 mg H,O und 3,98 mg CQ,. 


ma. « , 26, BO, oe. CO, 
Angewandt: 34,5 mg, verbraucht 5,2 cem n/10-H,SO, (Kjeldahl). 
38,7 5, , ") 5,84 ,, ‘9 ” 





') Spuren von Diphenylamin liefern eine ausgesprochene Xantho- 
proteinreaktion! Man muB infolgedessen bei seiner Anwendung in der 
Beurteilung der Bildung der Enolstruktur sehr vorsichtig sein. 
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Gefandes ww te et we ee OY O58 SAS tS 
36,67 ., 6,07 ,, 21,14 
Berechnet fiir C,H,N,O, (Mol 132,1) 36,85 ,, 6,10 ,, 21,28 

0,2 g¢ der schwer léslichen Substanz wurden in 20 g mit 
Chlorwasserstoff gesiittigtem Alkohol suspendiert und 2 Stunden 
am RiickfluBkiihler gekocht. Die schwach gelb gefirbte Lisung 
wurde im Vakuum zur Sirupkonsistenz eingeengt, in 5 ccm 
\lkohol aufgenommen und langsam mit Ather gefiillt. 

Der gefillte Kérper war Glykokollesterchlorhydrat. 
Schmelzpunkt nach dem Umkrystallisieren aus Alkohol 142°. 

Analyse: 

Angewandt 42,3 mg Subst. verbraucht 2,95 cem n/10-AgNO, (Volhard). 
Gefanmdem . . .. .- » « S88 °C 
Berechnet fiir C,H,NO,-HCI 25,41 ,, 

Versuche, eine bessere Ausbeute bei der Anhydrisierung 
des Glycyl-glycins beim Erhitzen mit Diphenylamin durch Ver- 
iuderung der Bedingungen zu erhalten, scheiterten. 

Um festzustellen, ob die Entstehung des beschriebenen 
schwer léslichen Kérpers von der Anwesenheit der freien 
Aminogruppe in der Glycinkomponente des Dipeptids abhingig 
ist, wurde Glycyl-leucin durch Erhitzen mit Diphenylamin 
auf 220° anhydrisiert. Dabei wurde in guter Ausbeute die 
tautomere Form des 3-Isobutyl-2,5-dioxopiperazins erhalten, 
ohne daB dabei die Entstehung eines Nebenprodukts, wie 
beim Glycyl-glycin, beobachtet werden konnte. 
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Einige Versuche mit N,N,S-Trimethylpseudothioharnstofi 


Zu den Bildungsweisen methylierter Guanidine. 
Von 


Martin Sechenek und Henry Kirehhof. 


(Aus der Physiologisch-chemischen Abteilung des Veterindr-physiologischen Instituts d 
Universitat Leipzig. ) 


(Der Redaktion zugegangen am 12. Januar 1926.) 


Von den Methylderivaten des Guanidins sind fiir die Bio- 
chemie die Monomethylverbindung und die beiden Dimethy|- 
abkémmlinge von besonderer Bedeutung, da Monomethylguanidin, 
asymmetrisches Dimethylguanidin und vielleicht auch die sym- 
metrische Dimethylbase in natiirlich yorkommenden Unter- 
suchungsobjekten aufgefunden worden sind. 

Das asymmetrische Dimethylguanidin, (CH,',N-Cj: NH)-NH., 
ist zuerst von Kutscher und Lohmann?) im Hundeharu 
nach Verfiitterung von Liebigs Fleischextrakt nachgewieser 
worden. Spiter hat dann Engeland?) aus dem Harn von 
Mensch und Hund nach anderer Methode eine Base in Form 
ihres Goldsalzes gewonnen, das in seiner Zusammensetzun¢ 
dem Chloraurat eines zweifach methylierten Guanidins ent- 
sprach, bei 144° schmolz und bei etwa 150° sich zersetzte. 
Da das Goldsalz des symmetrischen Dimethylguanidins bei 
122°, das der asymmetrischen Verbindung bei 246—248 
(unter Zersetzung) schmuilzt, bedarf der Befund Engelands 
noch der Aufklirung. Das as-Dimethylguanidin ist weiter vou 





) Diese Zs. Bd. 48, 5. 422 (1906); Bd. 49, S. 87 (1906); vgl. auch 
Achelis, Diese Zs. Bd. 50, S. 10 (1906/07) u. Wheeler u. Jamieson, 
Jl. of Biol. Chem. Bd. 4, S. 111 (1908). 

*) Diese Zs. Bd. 57, 8.51 (1908) und Zs. f. Unters. d. Nahr. u. 
GenuBm. Bd. 16, 8. 665 (1908). 
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W. F. Koch!) im Harn von Hunden, denen die Nebenschild- 
driisen exstirpiert waren, neben anderen Basen — darunter an- 
scheinend die symmetrische Dimethylverbindung, HN: C(NHCH,), 
— festgestellt worden. Ks kommt ferner allem Anschein nach 
yor: in den Faeces und im Harn tetaniekranker Kinder (in den 
Faeces normaler Kinder in geringerer Menge), sowie im Harn 
bei der idiopatischen bzw. bei der nach Strumaoperation ent- 
standenen, parathyreopriven ‘letanie Erwachsener (Sharpe’), 
Findlay und Sharpe’), Nattrass und Sharpe‘), Frank 
und Kiihnau.®) Auch unter den Extraktstotien des Stierhodens 
hat Leibfreid®) die asymmetrische Dimethylverbindung gefun- 
den (vgl. dagegen Helmut Miiller.*) Die biochemische Entstehung 
des as-Dimethylguanidins wird meist auf eine carboxylatische 
CO,-Abspaltung aus Kreatin zuriickgefiihrt, obwohl eine experi- 
mentelle Stiitze fiir eine solche Annahme noch nicht vorliegt. 

Synthetisch ist die unsymmetrische Dimethylbase erhalten 
worden: von Tatarinoff*) und von Erlenmeyer’) aus Cyan- 
amid und Dimethylamin, von Wheeler und Jamieson”) beim 
Behandeln des S-Athylpseudothioharnstoffhydrobromids, [HN: 
C(NH,)\SC,H,)|HBr, oder des S-Methylpseudothioharnstofihydro- 


jodids, [HN:C(NH,\(SCH,)]HJ, mit Dimethylamin, sowie neuer- 


dings von Werner und Bell?!) durch Kinwirkung von Di- 
iethylaminchlorhydrat auf Dicyandiamid, wobei nach Werner 
und Bell in erster Phase der Reaktion eine Depolymerisation 
des Dicyandiamids zu Cyanamid stattfinden soll. 





1) Jl. of. Biol. Chem. Bd. 15, S. 43 (1913). 

*) Biochemical Jl. Bd. 14, S. 46 (1920). 

3) Quart. journ. of med. Bd. 13, S. 433 (1920). 

4) Brit. med. journ. 1921, I, 8. 238. 

°) Klin. Wehseh. Bd. 4, S. 1170 (1925); vgl. auch Ralph H. Major, 
Chem. Zbl. 1926, I, S. 428. 

6) Diese Zs. Bd. 139, S. 82 (1924). 

) Zs. Biol. Bd. 82, 8. 573 (1925). 

8) Jahresber. Chem. 1879, 8. 401. 

®) Chem. Ber. Bd. 14, 8.1868 (1881); vgl. auch Haushofer, 
Jahresber. Chem 1882, S. 364. 

”) Jl. of Biol. Chem. Bd. 4, S. 111 (1908); vgl. auch M. Schenck, 
Diese Zs. Bd. 17, S. 346 (1912). 

4) Jl. of the Chem. Soc. Bd. 121, I], S. 1790 (1922). 
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Die genannten synthetischen Herstellungsweisen des as-])i- 
methylguanidins haben das Gemeinsame, daB man von Ver- 
bindungen, welche die Atomgruppierung: H,N—C—N enthalten, 
ausgeht und auf diese Verbindungen Dimethylamin einwirkey 
abt. Man konnte auch umgekehrt Substanzen mit der Grup- 
pierung: (CH,),N—C—WN als Ausgangsmaterial wihlen und mit 
Ammoniak in Reaktion bringen. Am nichsten lag es hier, 
an Dimethylcyanamid, (CH,),N-C=N, Ammoniak anzulagern. 
Wir haben im Anschlu8 an einen friiheren Versuch (Bereitung 
des s-Tetramethylguanidins, HN:O(N{CH,],),, Schenck und 
v. (zraevenitz!) N,N,S-Trimethylpseudothioharnstoff, der un: 
auch aus anderen Griinden interessierte, unter den unten niiher 
angegebenen Bedingungen mit Ammoniak behandelt und so 
as-Dimethylguanidin in guter Ausbeute erhalten: 

(CH,).N-C(: NH\SCH,) + NH, = (CH,),N-C(:NH)-NH, + CH,SH. 

Ferner haben wir Methylamin auf N,N,S-Trimethylpseudo- 
thioharnstoff einwirken lassen. Es war dabei die Bildung des 
as-T'rimethylguanidins, (CH,),N-C(: NHYNHCH,), zu erwarten, 
falls nicht Umaminierung eintrat. Das as-Trimethylguanidin 
ist friiher von M. Schenck?) auf zwei Wegen gewonnen worden: 
aus N,S-Dimethylpseudothioharnstoff und Dimethylamin (I) und 
aus N,N,N’, S-Tetramethylpseudothioharnstoff und Ammoniak (II): 
1 HN: C(NHCH,)\(SCH,) + NH(CH,), = HN: C(NHCH,)(N[CH,]},) + CH,SH 
II CH,N:C(N[CH,].\SCH,) +NH, = HN: C(N[CH,],(NHCH,)+CH,SH. 

Nach Gleichung II sollte eigentlich ein isomeres as-Tri- 
methylguanidin: CH,N:C(N[CH,],)NH,) entstehen; dieses bildet 
sich wohl auch zuniichst, lagert sich dann aber in die Form: 
HN: C(NHCH,\N[CH,|,) um. Dabei ist diese letztere Form als 
die stabile, die Methylimid-Konfiguration als die labile an- 
gesehen worden, obwohl ein Beweis fiir die Richtigkeit diese: 
Annahme nicht vorhanden ist und die Verhiltnisse auch um- 
gekehrt liegen kénnten.’) Jedenfalls entsteht bei den Reak- 


1) Diese Zs. Bd. 141, S. 132 (1924). 

2) Diese Zs. Bd. 77, S. 355 u. 357 (1912). 

*) Das gleiche gilt auch fiir die Formen: HN:C(NHCH,)(NH,) bzw 
CH,N:C(NH,)(NH,) [Monomethylguanidin] und HN:C(NHCH,), bzw. 
CH,N:C(NHCH,)NH,){ Dimethylguanidin] vgl. Diese Zs. Bd.77, 8. 828 (1912). 
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tionen I und II ein und dasselbe dreifach methylierte Guanidin. 
Eben diese Base erhielten wir auch bei der Einwirkung von 
Methylamin aut N,N,S-Trimethylpseudothioharnstoff, sofern die 
Reaktion bei gewéhnlicher Temperatur sich abspielte: 
HN:C(N[CH,],\SCH,) + CH,NH, = HN:C(NICH,),)(NHCH,) + CH,SH. 

Erhébten wir aber die Reaktionstemperatur auf 130°, so 
trat, wie nach friheren Erfahrungen zu erwarten war, Um- 
aminierung ein und symmetrisches Trimethylguanidin, CH,N: 
C(NHCH,),, lieB sich in erheblicher Menge isolieren. Die Bil- 
dung dieser dreifach methylierten Guanidinbase konnte aut 
verschiedene Weise aus der wohl zuniichst entstehenden asym- 
metrischen Verbindung erfolgen. Entweder findet zuerst ein 
Krsatz der Iminogruppe durch den Methyliminrest statt und 
as-Tetramethylguamidin, CH,N:C(N(CH,],/NHCH.,), tritt als 
Zwischenprodukt auf, in welchem dann —N(CH,), durch 
—NHCH, ausgetauscht wird (Reaktionsfolge A), oder es geht 
der Weg zur s-Trimethylbase tiber das s-Dimethylguanidin 
Reaktionsfolge B). Als labile, nicht faBbare Zwischenstufen 
kann man dabei, gemaB der friiher mehrfach skizzierten An- 
nahme Schencks?), die entsprechenden ‘T'etraaminomethan- 
derivate ansehen: 


UN(CH,)s r HN. ,N(CH,),7 
A HN:C¢ > | Seg _ 
\NHCH, CH, HN \NHCH,, 
N(CH,); pCHHN, | NCH) CH,N 
CH,N: of a," > a ——> “yl 
\NHCH, _CH,HN aan! C 
: P iitin, 
CH,HN NHCH, 
N(CH, ; HN CH,) HN 
B HN:0¢ > Sof > | 
\NHCH, CH,NH’ NHCH, | 
Pam 
CH,HN NHCH, 
‘CH,HN. NH, 4 CH,N 
>| Sc | nes "| 
\CH,HN” \NHCH, 
Yi 
CH,HN NHCH, 


Da nun bei einer Temperatur von 100° (s. unten Ver- 





') Diese Zs. Bd. 150, S. 121 (1925), 
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such 4) noch keine nennenswerte Bildung von s-Trimethy!- 
guanidin erfolgt, war das intermediiire Auftreten des as-Tetra. 
methylguanidins von vornherein wenig wahrscheinlich, denn 
der dieser Base entsprechende N,N,N’,S-Tetramethylpseudothio- 
harnstoff, CH,N:C(N[CH, ],)(‘SCH,), liefert (in Form seines Hydro- 
jodids) mit Methylamin bei 160°, mit Leichtigkeit, langsan 
auch schon bei Zimmertemperatur symmetrisches ‘T'rimethy|- 
guanidin.!) Es war daher die Reaktionstolge B anzunehmen 
und in der Tat lieB sich bei einem zur Priifung dieser An- 
nahme bei 100° ausgefiihrten Versuch s-Dimethylguanidin i: 
reichlicher Menge nachweisen und einwandfrei identifizieren, 
so daB zum mindesten gréBtenteils der Ubergang von der 
asymmetrischen nach der symmetrischen ‘lrimethylverbindung 
iiber die symmetrische, zweifach methylierte Base erfolgt. E. 
ist bemerkenswert, dai man je nach der Hohe der Tempe- 
ratur aus N,N,S-Trimethylpseudothioharnstofi und Methylamin 
drei verschiedene methylierte Guanidine erhalten kann: 

bei gewohnlicher Temperatur: as-Trimethylguanidin, 

HN: C(N{CH,],)(NHCH.,); 
bei 100°: s-Dimethylguanidin, HN: C(NHCH,), ; 
bei 130°: s-Trimethylguanidin, CH,N:C(NHCH,), . 


Versuche. 

1. Chloraurat des N,N,S-Trimethylpseudothio- 
harnstoffs. Den als Ausgangsmaterial zur Herstellung des 
N,N,S-Trimethylpseudothioharnstoffs verwendeten as-Dimethy].- 
sulfoharnstoff, S:C(\[(CH,],)NH,), bereiteten wir wieder, wie 
friiher’), nach Wallach durch Anlagerung von Schwefel- 
wasserstoff an Dimethylcyanamid, (CH,),N-C=N, das seiner- 
seits nach McKee aus Bromcyan und Dimethylamin ge- 
wonnen wurde. Die Methylierung des Dimethylsulfoharnstotis 
(Schmelzp. 160°) wurde teils, wie friiher, in wiBriger Loésung 
mit Dimethylsulfat vorgenommen, teils bedienten wir uns nacl: 
dem Vorgang von Lecher, Graf und Gnidinger’) des 





1) Diese Zs. Bd. 77, S. 376 fF. (1912). 
*) M.Schencku. F. v. Graevenitz, Diese Zs. Bd. 141, 8. 137 (1924) 
3) Liebigs Ann. d. Chem. Bd. 445, S. 68 (1925). 
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Methylalkohols als Liésungsmittel, indem wir die methylalko- 
holische Lésung mit Methylsulfat 3 Stunden auf dem Dampfbad 
am Kiihler erhitzten. Dabei versuchten wir in letzterem Falle 
anfangs, mit etwas mehr als ?/, Mol. Dimethylsulfat auf 1 Mol. 
Sulfoharnstoff auszukommen, in der Annahme, daB vielleicht 
beide Methylgruppen des Dimethylsulfats methyherend wirken 
kénnten!); es blieb unter diesen Bedingungen jedoch ein Teil 
des Sulfoharnstoffs unveriindert, weshalb bei den weiteren Ver- 
suchen etwas mehr als 1 Mol. (CH,),SO, auf 1 Mol. S:C(N(CH,|,)- 
NH, zur Anwendung gelangte. Nach dem Erhitzen am Riick- 
fluBkiihler wurde die Lésung eingedampft, es hinterblieb ein 
kaum gefirbter Sirup, der 1m wesentlichen aus dem Methyl- 
sulfat des Trimethylpseudothioharnstofis, | HN:C(N[{CH,],\(SCH,)|H. 
SO,-CH, bestehen muBte. Der sirupése Riickstand wurde in 
der friiher angegebenen Weise zur Bereitung des freien Pseudo- 
thioharnstoffs, bzw. direkt zum Versuch mit Ammoniak (siehe 
unten) benutzt. Kinige Male nahmen wir auch die Methy- 
lierung des Sulfoharnstoffs mit Jodmethyl vor, indem wir etwas 
mehr als die berechnete Menge CH,J mit dem Sulfoharnstofi 
in methylalkoholischer Lisung im verschlossenen GefiB bei 
Zimmertemperatur 2—3 Tage sich selbst tiberlieBen. Die 
Lisung nahm dabei eine schwach griinlich-gelbe Fiirbung an; 
nach dem Einengen auf dem Dampfbad blieb ein hellbrauner 
Sirup zuriick, der in einem Fall nach melbrtiigigem Stehen an 
der Luft krystallinisch erstarrte. 

Um den Pseudothioharnstoff in irgendeiner Form zu 
charakterisieren und analysieren, haben wir ein Goldsalz her- 
gestellt. Der das Jodhydrat enthaltende Sirup wurde durch 
AgCl vom Jod befreit, das Filtrat vom Jodsilber eingeengt 
und mit Goldchlorid versetzt. Die entstandene Fillung kry- 
stallisierte man durch vorsichtiges, kurzdauerndes Erhitzen aus 
Wasser um, linger dauerndes Erhitzen oder Einengen der 
Lisung auf dem Dampfbad fihrt eine Zersetzung unter Ab- 
scheidung von metallischem Gold herbei (wie dies auch frither 
bei Goldsalzen von Pseudothioharnstoffen beobachtet worden 


et 


) Vgl. F. Arndt, Chem. Ber. Bd. 54, S. 2237 (1921). 
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such 4) noch keine nennenswerte Bildung von s-Trimethy!- 
guanidin erfolgt, war das intermediiire Auftreten des as-Tetra. 
methylguanidins von vornherein wenig wahrscheinlich, denn 
der dieser Base entsprechende N,N,N’,S-fetramethylpseudothio- 
harnstoff, CH,N:C(N[CH, ],(SCH,), liefert (in Form seines Hydro- 
jodids) mit Methylamin bei 100°, mit Leichtigkeit, langsan 
auch schon bei Zimmertemperatur symmetrisches ‘Trimethy|. 
guanidin.') Es war daher die Reaktionsfolge 6B anzunehme: 
und in der Tat lieB sich bei einem zur Priitung dieser An- 
nahme bei 100° ausgefiihrten Versuch s-Dimethylguanidin i: 
reichlicher Menge nachweisen und einwandfrei identifizieren, 
so daS zum mindesten gréBtenteils der Ubergang von der 
asymmetrischen nach der symmetrischen Trimethylverbindung 
itiber die symmetrische, zweifach methylierte Base erfolgt. E-. 
ist bemerkenswert, dafSi man je nach der Hohe der Tempe- 
ratur aus N,N,S-Trimethylpseudothioharnstoff und Methylamin 
drei verschiedene methylierte Guanidine erhalten kann: 

bei gewohnlicher Temperatur: as-T'rimethylguanidin, 

HN: O(N(CH,],)(NHCH.,) ; 
bei 100°: s-Dimethylguanidin, HN: ((NHCH,), ; 
bei 130°: s-Trimethylguanidin, CH,N : C(NHCH,), . 


Versuche. 


1. Chloraurat des N,N,S-Trimethylpseudothio- 
harnstoffs. Den als Ausgangsmaterial zur Herstellung de: 
N,N,S-Trimethylpseudothioharnstoffs verwendeten as-Dimethy|. 
sulfoharnstoff, S:C(N(CH,],)NH,), bereiteten wir wieder, wie 
friiher’) nach Wallach durch Anlagerung von Schwefel- 
wasserstoff an Dimethyleyanamid, (CH,),N-C=N, das seiner- 
seits nach McKee aus Bromcyan und Dimethylamin ge- 
wonnen wurde. Die Methylierung des Dimethylsulfoharnstofi+ 
(Schmelzp. 160°) wurde teils, wie friiher, in wi8riger Liésung 
mit Dimethylsulfat vorgenommen, teils bedienten wir uns nach 
dem Vorgang von Lecher, Graf und Gnidinger’) des 





) Diese Zs. Bd. 17, 8. 376 ff. (1912). 
?) M.Schencku. F. v. Graevenitz, Diese Zs. Bd. 141, S. 137 (1924). 
3) Liebigs Ann. d. Chem. Bd. 445, S. 68 (1925). 
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Methylalkohols als Liésungsmittel, indem wir die methylalko- 
holische Lésung mit Methylsulfat 3 Stunden auf dem Dampfbad 
am Kiihler erhitzten. Dabei versuchten wir in letzterem Falle 
anfangs, mit etwas mehr als '/, Mol. Dimethylsulfat aut 1 Mol. 
Sulfoharnstoff auszukommen, in der Annahme, daf vielleiclhit 
beide Methylgruppen des Dimethylsulfats methylerend wirken 
kénnten'); es blieb unter diesen Bedingungen jedoch ein Teil 
des Sulfoharnstoffs unveriindert, weshalb bei den weiteren Ver- 
suchen etwas mehr als 1 Mol. (CH,),SO, aut 1 Mol. S:C(N[CH, },) 
NH, zur Anwendung gelangte. Nach dem Erhitzen am Riick- 
fluBkiihler wurde die Liésung eingedampft, es hinterblieb ein 
kaum gefirbter Sirup, der im wesentlichen aus dem Methyl- 
sulfat des Trimethylpseudothioharnstotfs,| HN:C(N[CH, ],(SCH,)|H. 
SO,-CH, bestehen mufte. Der sirupése Riickstand w “die in 
der friiher angegebenen Weise zur Bereitung des freien Pseudo- 
thioharnstoffs, bzw. direkt zum Versuch mit Ammoniak (sielhe 
unten) benutzt. Einige Male nahmen wir auch die Methy- 
lierung des Sulfoharnstoffs mit Jodmethyl vor, indem wir etwas 
mehr als die berechnete Menge CH,J mit dem Sulfoharnstoti 
in vielesseliaelboclins Lésung im ~enlilieidiaie GefiB bei 
Zimmertemperatur 2—3 Tage sich selbst iiberlieBen. Die 
Lésung nahm dabei eine schwach griinlich-gelbe Fiirbung an; 
nach dem Kinengen auf dem Dampfbad blieb ein hellbrauner 
Sirup zuriick, der in einem Fall nach mehrtiigigem Stehen an 
der Luft krystallinisch erstarrte. 

Um den Pseudothioharnstoff in irgendeiner Form zu 
charakterisieren und analysieren, haben wir ein Goldsalz her- 
gestellt. Der das Jodhydrat enthaltende Sirup wurde durch 
AgCl vom Jod befreit, das Filtrat vom Jodsilber eingeengt 
und mit Goldchlorid versetzt. Die entstandene Fiallung kry- 
stallisierte man durch vorsichtiges, kurzdauerndes Erhitzen aus 
Wasser um, linger dauerndes Erhitzen oder Einengen der 
Lisung auf dem Dampfbad fihrt eine Zersetzung unter Ab- 
scheidung von metallischem Gold herbei (wie dies auch friher 
bei Goldsalzen von Pseudothioharnstoffen beobachtet worden 
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) Vgl. F. Arndt, Chem. Ber. Bd. 54, S. 2237 (1921). 
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war). Das Chloraurat bildet Nadeln, die unscharf nach vorher- 
gehendem Sintern zwischen 145 und 149° unter geringgradige: 
Zersetzung schmelzen. Da es Trocknen bei 100° nicht ver- 
trigt, wurde es fiir die Analyse im H,SO,-Exsiccator bis zur 
Gewichtskonstanz aufbewahrt. 

0,3994 g Substanz enthielten 0,1720 g Au (als Schwefelgold aus- 


cefillt). 
0,2476 g Substanz gaben 13,6 cem N (15°, 746,8mm Hg). 


C,H,.N,S-HAuCl, Ber. 43,03°/, Au 618°), N 
Gef. 43,07 __,, 6,40 ,, 

Kine Probe des Chloraurats wurde durch H,S entgoldet, 
das Filtrat vom Schwefelgold zur Trockne gebracht (das 
Hydrochlorid bildet eine hygroskopische Masse, die beim Aui- 
bewahren im Exsiccator krystallinisch-fest wird) und die Lésung 
des Riickstandes mit Platinchlorid versetzt; die noch weiter 
konzentrierte Platinlésung schied beim Stehen lange Zeit 
nichts aus, erst ganz allmiahlich bildeten sich einzelne, dere 
Krystalle, die nicht weiter untersucht wurden. 

2. as-Dimethylguanidin aus N,N,S-Trimethy!- 
pseudothioharnstoff und Ammoniak. Vorausgeschickt 
sel, daB der eine von uns versucht hatte, durch Entschwefeln 
einer kleinen Probe des as-Dimethylsulfoharnstoffs mit trocknem 
gelben Quecksilberoxyd bei Gegenwart von wiSrigem Ammo- 
niak bei Zimmertemperatur as-Dimethylguanidin zu gewinnen. 
Ks lieB sich in der Tat ein Goldsalz isolieren, das nacl) 
Schmelzpunkt und Au-Gehalt dem Chloraurat der Dimethy|- 
base entsprach, die Ausbeute war indessen sehr gering, noch 
geringer war sie bei Verwendung alkoholischen Ammoniaks. 

Die Einwirkung von Ammoniak auf den freien N,N,+- 
Trimethylpseudothioharnstoff verlief nicht nach Wunsch, da- 
gegen erhielten wir aus NH, und dem methylschwefelsauren 
Salz, das in Gestalt des oben (S. 155) erwihnten Sirups vorlag, 
as-Dimethylguanidin in guter Ausbeute. Der sirupése Riick- 
stand (entsprechend 1 g as-Dimethylsulfoharnstoff) wurde mit 
25ccm etwa 27°/,igen wiBrigen Ammoniaks 2?/, Tage im 
StandgefaB sich selbst tiberlassen; die klare, farblose, stark 
nach Mercaptan riechende Fliissigkeit engte man dann aui 
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dem Dampfbad ein, siuerte mit HCl an und gab Goldchlorid 
zu. Ks entstand sofort eine reichliche Fillung, die aus Wasser 
umkrystallisiert wurde: nadelférmige Krystalle, die bei 246 
bis 247° unter Zersetzung schmolzen (friiher von Schenck 
beobachtet: 248°). 

0,4055 g Substanz (bei 105° getrocknet) enthielten 0,1873 g Au 
(als Sechwefelgold ausgefallt). 

C,H,N,.HAuCl, Ber. 46,16°/, Au Gef. 46,19°'), Au 


Die beiden Goldmutterlaugen wurden vereinigt und ein- 
seengt, die so erhaltene weitere Ausscheidung aus wenig 
Wasser umkrystallisiert. Der Schmelzpunkt lag wieder bei 
246° (unter Zersetzung). 

0,5012 g Substanz (bei 105° getrocknet) gaben 0,2319 g Au. 

Ber. 46,16°/, Au Gef. 46,27°,, Au 

Die Ausbeute an reinem Goldsalz betrug, auf den as-Di- 
methylsulfoharnstoff als Ausgangsmaterial berechnet, insgesamt 
75°/, der Theorie (Minimalwert). Aus den Filtraten vom 
Schwefelgold der beiden Analysen wurde je ein Platinsalz 
(a und b) hergestellt und bei 105—110° getrocknet, Probe b 
nach vorherigem Umkrystallisieren aus Wasser. 

a) 0,0815 g Substanz enthielten 0,0272 g Pt. 

b) 0,1036 ¢ Pe gaben 0,0346 g Pt. 

(C,H,N,),H,PtCl, Ber. 33,41°/, Pt  Gef. a) 33,379, b) 33,40°/, Pt 


Beide Salze zersetzten sich im Schmelzréhrchen bei 225° 
(ohne vorhergehendes Sintern), Schenck!) hatte frither fiir das 
Chloroplatinat des aus S-Methylpseudothioharnstoffhydrojodid 
und Dimethylamin bereiteten Dimethylguanidins ebenfalls 225° 
als Zersetzungspunkt gefunden. Werner und Bell’) geben 
fir das Platinsalz der von ihnen aus Dicyandiamid und Di- 
methylaminhydrochlorid hergestellten Dimethylbase als Schmelz- 
baw. Zersetzungsp. 210° an (gef. Pt-Wert: 33,59°/). Auch 
ein von den genannten Autoren gewonnenes Chloroplatinat des 
aus S-Methylpseudothioharnstoff und Dimethylamin bereiteten 


) Diese Zs. Bd. 77, S. 347 (1912) und Arch. d. Pharm. Bd. 250 
S. 807 (1912). 
*) Jl. Chem. Soe. Bd. 121, II, S. 1790 (1922). 
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Dimethylguanidins schmolz und zersetzte sich bei 210° [Da 
unser Platinsalz — ebenso wie das von Schenck seinerzei' 
erhaltene — iiber das Goldsalz hergestellt wurde, halten wir 
es fiir reiner als das von Werner und Bell benutzte Prii- 
parat und den Zersetzungsp. 225° fiir den richtigen. Die ver- 
hiltnismaBig groBe Differenz von 15° in den beiden Beobacii- 
tungen erklirt sich wohl aus der bekannten Tatsache, daB bei 
Gold- und Platinsalzen schon geringe im Gold- und Platin. 
wert nicht zum Ausdruck kommende Verunreinigungen de: 
Schmelzpunkt merklich beeinfiussen.") 

Hinen Teil des von uns gewonnenen as-Dimethylguanidin- 
aurats fiihrten wir in das Pikrat, einen anderen Teil in das 
Pikrolonat tiber, indem nach Ausfallen des Goldes durch H,s 
die Filtrate vom Schwefelgold zur Trockne gebracht, die Riick- 
stiinde in Wasser aufgenommen und die Liésungen mit wiili- 


’ Werner u. Bell (a. a. O.) fanden als Schmelzpunkt des Platin- 
salzes des von ihnen aus Dicyandiamid und Methylaminhydrochlorid 
erhaltenen Monomethylguanidins 175° (gef. Pt-Wert 35,18°/,), wiihrend 
Schenck fiir Methylguanidinplatinat friiher etwa 194—195° bzw. 190 bis 
192° beobachtet hatte [Arch. d. Pharm. Bd, 248, 8S. 385 (1910) u. Diese 
Zs. Bd. 77, $. 335 (1912)|. Wir haben eine Probe von Monomethy! 
guanidin frisch bereitet, indem wir S-Methylpseudothioharnstoti 
hydrojodid mit einem starken Uberschu8 33°/,igen alkoholischen 
Methylamins 24 Stunden bei Raumtemperatur sich selbst iiberlieBen 
(HIN: C(NH,\(SCH,) + NH,CH, = HN:C(NH,)(NHCH,) + CH,;SH) uni, 
nach Verjagen des Methylamins, in der iiblichen Weise ein Goldsalz 
herstellten, das nach zweimaligem Umkrystallisieren bei 200—204° 
schmolz (friiher beobachteter Schmelzp. 198—200°) und 47,68°/, Au ent- 
hielt (Theorie: 47,73°/, Au). Aus diesem Goldsalz wurde ein Chloro- 
platinat gewonnen, das bei 190-—-192° unter Aufschiiumen schmolz, 
nachdem es wenige Grade vorher schwach zu sintern begonnen hatte, 
und bei der Analyse 35,18°/, Pt gab (Theorie 35,10°/, Pt). Beziiglich 
der Reinheit unseres Platinsalzes diirfte dieselbe Bemerkung, die oben 
fiir das Dimethylguanidinplatinat gemacht wurde, gelten. — Unverstind- 
lich ist uns die Angabe von Werner u. Bell, wonach das Pikrat des 
Methylguanidins bei 285° sich zersetzen soll, ohne zu schmelzen, wihrend 
in der Literatur als Schmelzpunkt die Temperaturgrade: 192°, 200° bzw. 
201° angefiihrt werden. Wir fanden fiir ein frisch hergestelltes und 
umkrystallisiertes Methylguanidinpikrat: 200—201° (Schmelzen nach 
vorhergehendem schwachen Sintern). 
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riger Pikrinsiure- bzw. Pikrolonsiurelésung gefillt wurden. 
Nach Umkrystallisieren aus Wasser und Trocknen bei 105 
bis 110° schmolz das Pikrat bei 228° (von Wheeler und 
Jamieson (a. a QO.) friiher gefunden: 224° von Schenck: 
230°, von Werner u. Bell (a. a. O.): 227°). 

0,0792 ¢ Substanz gaben 17,3 cem N (11,5°, 769,6 mm Hg). 

C,H,N,-C,H,0,N, Ber. 26,5897, N _ Gef. 26,549/, N 

Auch das Pikrolonat wurde aus heiBem Wasser um- 
krystallisiert, es zersetzte sich danach bei 276—277° (Kut- 
scher u. Lohmann fa. a.O.] geben als Zersetzungsp. 275 
bis 278°, Wheeler u. Jamieson [a. a. O.}] 278° an). 

3. as-Trimethylguanidin aus N,N,S-Trimethyl- 
pseudothioharnstoff und Methylamin. Zuniichst haben 
wir auf den freien Trimethylpseudothioharnstoff Methylamin 
einwirken lassen. Die Bereitung des ersteren geschah in der 
frither beschriebenen Weise.*) Der nach Abdunsten des Athers 
hinterbleibende élige Riickstand (aus 0,66 g as-Dimethylsulfo- 
harnstoff als Ausgangsmaterial) wurde in 20 ccm 33°/ igen 
alkoholischen Methylamins gelést und die Lésung 14 Tage 
lang im verschlossenen GefiiB bei Raumtemperatur sich selbst 
iiberlassen. Dann leB man bei gewodhniicher ‘T'emperatur 
Methylamin und Alkohol verdunsten und engte, als der 
Methylamingeruch kaum noch wahrnehmbar war, auf dem 
Dampfbad ein. Ein aus dem Riickstand hergestelltes Goldsalz 
enthielt reduziertes Gold beigemengt, das durch wiederholtes 
Krhitzen und Filtrieren der Lésung beseitigt wurde. Nach 
nochmaligem Umkrystallisieren resultierten Blittchen, die im 
Schmelzréhrchen bei 147° schwach zu sintern begannen und 
bei 155—156° schmolzen. 

0,2387 g Substanz (bei etwa 100° getrocknet) gaben 0,1069 ¢ Au 
(als Schwefelgold ausgefiillt). ; 

C,H,,N,-HAuCi, Ber. 44,70°/, Au Gef. 44,78°/, Au 

Aus der Mutterlauge wurde noch eine weitere Krystalli- 
sation vom Schmelzp. 153° erhalten. Da die Schmelzpunkte 
der Chloraurate des asymmetrischen und des symmetrischen 


1) Diese Zs, Bd. 141, 8. 188 (1924). 
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Trimethylguanidins kaum voneinander abweichen (friiher gp- 
funden: 153—155° fiir die asymmetrische, 156° fiir die sym- 
metrische Verbindung) wurde zur weiteren Charakterisieruny 
des vorliegenden Goldsalzes versucht, aus dem VFiltrat der 
Goldbestimmung das in Alkohol schwer lésliche Hydrojodid 
des s-Trimethylguanidins herzustellen. Zu diesem Ende dampite 
man das Filtrat vom Schwefelgold der Analyse zur Trockne 
ein, nahm den Riickstand mit wenig absolutem Alkohol hei 
auf, erhitzte mit absolut-alkoholischer NaJ-Lésung und saugte 
heiB ab. Das Filtrat schigd keine Nadeln aus, auch nichi 
nach starkem Konzentrieren, s-Trimethylguanidinhydrojodid lag 
daher nicht vor. Es wurde nun nach Verdunsten des Alkohols 
der Riickstand in Wasser gelist, die Lésung durch AgCl vom 
Jod befreit und das eingeengte Filtrat vom Jodsilber wieder 
mit Goldchlorid gefallt. Die Fiallung vereinigte man mit der 
zweiten Krystallisation des Chloraurates vom Schmelzp. 153° 
(s. oben), entfernte das Gold durch H,S und dampfte das 
Filtrat vom Schwefelgold stark ein. Nach Zusatz von Platin- 
chlorid und weiterem starken Konzentrieren lieferte die ab- 
gekiihlte Lésung beim Reiben mit dem Glasstab einen Krystall- 
brei von feinen Nidelchen, die scharf abgesaugt wurden, ohne 
nachzuwaschen, und, nach Abpressen und Trocknen bei 105°, 
im Schmelzréhrchen bei 172—173° unter Aufschiiumen 
schmolzen. Der Schmelzpunkt entsprach der friher fiir das 
Chloroplatinat des as-Trimethylguanidins gemachten Beob- 
achtung.!) Die Ausbeute an Goldsalz war bei diesem Versuch 
nur bescheiden, sehr gering war sie, als wir den ‘l'rimethy|- 
pseudothioharnstoff und Methylamin nicht 14, sondern nur 
3+/, Tage im StandgefiB sich selbst iiberlieBen. 

Dagegen erhielten wir bei der KEinwirkung von Methy!- 
amin auf ein Salz des Pseudothioharnstofis (wir verwendeten 
das Hydrojodid) as-Trimethylguanidin in reichlicher Menge. 
Das sirupése Hydrojodid (entsprechend 1 g as-Dimethy!- 
sulfoharnstoff) wurde mit 27 ccm alkoholischer, 33 °/, iger 


1) Diese Zs. Bd. 77, S. 357 u. 359 (1912), bzw. Arch. d. Pharm. 
Bd. 250, S. 309 u. 310 (1912). 
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Methylaminlésung 11/, Tage im verschlossenen GefaB bei ge- 
wohnlicher Temperatur stehen gelassen, die Lésung dann zur 
freiwilligen Verdunstung aufgestellt und, nachdem der Geruch 
nach Methylamin verschwunden war, auf dem Dampfbad stark 
konzentriert. Beim Abkiihlen trat krystallinisches Erstarren 
ein; der in Wasser aufgenommene Riickstand wurde dann mit 
AgCl behandelt, das Filtrat vom Jodsilber stark eingeengt und 
mit Goldchloridlésung gefallt. Nach dem Umkrystallisieren aus 
Wasser resultierten Nadeln, die im Schmelzréhrchen von 148 
bis 149° an schwach sinterten und bei 153—154° schmolzen. 

0,4058 g Substanz (bei 105—110° getrocknet) enthielten 0,1816 g¢ Au. 

C,H,,N,-HAuCl, Ber. 44,70°/, Au Gef. 44,75°/, Au 

Aus den Mutterlaugen wurden nach dem Einengen noch 
zwei weitere Krystallisationen gewonnen, die vereinigt und 
nochmals umkrystallisiert den Schmelzp. 153—154° (nach vor- 
hergehendem Sintern) zeigten. Die Gesamtausbeute an Gold- 
salz, bezogen auf den as-Dimethylsulfoharnstoff als Ausgangs- 
material, betrug 85—90°/, der Theorie. — Einen Teil des 
Goldsalzes fihrte man in das Chloroplatinat iiber, das erst’ 
nach sehr starkem Konzentrieren aus der erkalteten Liésung 
in Gestalt feiner, manchmal etwas gebogener Nadeln herauskam. 
Sie wurden abgesaugt, mit wenig eiskaltem Wasser ge- 
waschen und bei 105—110° getrocknet. Sie schmolzen danach 
bei 175—177° unter Zersetzung, der Schmelzpunkt war also 
etwas héher wie oben (S. 160) und friiher gefunden (172—173°). 
His riihrt dies wohl daher, daB das Salz jetzt reiner war, weil 
man bei der oben gewonnenen Probe ebenso wie bei den friiher 
hergestellten das Auswaschen wegen der leichten Léslichkeit 
des Platinats unterlassen hatte. Der gréBeren Reinheit ent- 
sprach auch der gut stimmende Platinwert: 

0,1823 g Substanz enthielten 0,0581 g Pt. 

(C,H,,N,),H,PtCl, Ber. 31,88°/, Pt Gef. 31,87°/, Pt 

Zur weiteren Charakterisierung stellten wir aus einem 
anderen Teil des Goldsalzes das bisher noch nicht beschriebene 
Pikrat her; indem wir das Gold durch H,S entfernten, das 
Filtrat vom Schwefelgold zur Trockne verdampften, den Riick- 
stand in wenig Wasser aufnahmen und die Lésung mit der 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CLIUI. il 
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berechneten Menge Pikrinsiure (1:100 in Wasser heiB gelést 
versetzten. Beim Erkalten und Stehen erfolgte langsam Aus- 
scheidung von Nidelchen, die im Schmelzréhrchen von 146° 
an Sintern zeigten und bei 151—152° schmolzen, ein Ver- 
halten, das sich auch nach Umkrystallieren der Nadeln (aus 
wenig Wasser) nicht dnderte. 

0,0981 g Substanz (bei 105—110° getrocknet) gaben 20,9 cem N 
(10,5°, 755,2 mm Hg). 

C,H,,N,-C,H,O,N, Ber. 25,46°/, N Gef. 25,49 °/, 

Auch eine kleine Probe des Pikrolonats haben wir her- 
gestellt; es kam aus der wiBrigen Lésung sehr langsam heraus 
: und lieferte (umkrystallisiert) nach vorhergehendem Sintern bei 
210° eine triibe Schmelze. Da wir es nicht analysiert haben, 
vermégen wir uns fiir seine Reinheit nicht zu verbiirgen. 

4, HKinwirkung von Methylamin auf N,N,S-Tri- 
methylpseudothioharnstoff bei 130% Der Trimethy!- 
pseudothioharnstofi gelangte wieder in Form des sirupésen 
Hydrojodids (entsprechend 1g as-Dimethylsulfoharnstoff) zur 
Verwendung. Das Hydrojodid wurde mit 27 ccm einer 
33 °/, igen alkoholischen Methylaminlésung im Bombenrohr 
| eingeschlossen und die klare, farblose Lésung 2 Stunden im 
: Dampfbad erhitzt. Auch nach vollstiindigem Erkalten war 
: eine sichtbare Veriinderung des Rohrinhaltes nicht festzustellen, 

eine nennenswerte Bildung des in Alkohol schwer léslichen 
) s-T'rimethylguanidinhydrojodids konnte also noch nicht erfolgt 
: sein. Als dann weitere 4 Stunden auf etwa 130° erhitzt und 
: das noch nicht ganz erkaltete Rohr aus dem Ofen heraus- 
) genommen wurde, zeigten sich in der Liésung einige wenige 
derbe Krystallnadeln. Beim Schiitteln trat sofort eine erheb- 
liche krystallinische Ausscheidung auf, deren Menge sich beim 
volistiindigen Erkalten noch vermehrte. Die Krystalle wurden 
abgesaugt und mit absolutem Alkohol gewaschen, sie wogen 
(getrocknet) 0,43 g und blieben beim Erhitzen im Schmelz- 
rohrchen bis 290° unveraindert. Mutterlauge und Waschalkohol 
lieferten beim Verdunsten auf dem Dampfbad eine zweite 
Krysitallisation, die 0,42 g wog und dasselbe Verhalten im 
Schmelzréhrchen wie die erste zeigte. Die letzte Mutterlauge 
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wurde zur Trockne gebracht, der Riickstand mit wenig ab- 
solutem Alkohol aufgenommen. Das Ungeléste wog 0,07 g, 
war etwas gelb gefarbt und blieb ebenfalls beim Erhitzen bis 
290° unverindert. Die Gesamtausbeute an in Alkohol schwer 
léslichem Hydrojodid betrug etwa 42°/, der Theorie (bezogen 
auf as-Dimethylsulfoharnstoff), Aus dem Filtrat von den 0,07 ¢ 
suchte man nach Entfernung des Alkohols und des Jods usw. 
ein Goldsalz herzustellen, das indessen trotz starken Konzen- 
trierens der Lésung nur in auBerordentlich spiarlicher Menge 
sich ausschied und deshalb nicht weiter beriicksichtigt wurde. 

Hin Teil des in Alkohol schwer léslichen Hydrojodids 
wurde in bekannter Weise in das Goldsalz iibergefiihrt und 
dieses umkrystallisiert: Nadeln, die im Schmelzréhrchen un- 
scharf bei 156° schmolzen. 

0.3507 g Substanz (bei 105—110° getrocknet) enthielten 0,1566 ¢ 
Au (als Schwefelgold ausgef lit). 

C,H,,N,;-HAuCl, Ber. 44,70°/, Au Gef. 44,65°/, Au 

Das Filtrat der Goldbestimmung verwendete man zur Be- 
reitung des Chloroplatinats, das in Nadeln bzw. kurzen derben 
Prismen erhalten wurde, wihrend die friiher mehrfach beob- 
achteten ,Briefkuvertformen“ nicht deutlich erkennbar waren. 
Das Platinsalz schmolz unter Zersetzung bei 226—227° (friiher 
fiir das Platinat des s-Trimethylguanidins beobachtet: 225 
bis 226°). 

0,1306 g Substanz (bei 105° getrocknet) gaben 0,0416 g Pt. 

(C,H,,N;),H,PtCl, Ber. 31,88°/, Pt xef. 31,85°/, Pt 

Zur weiteren Kennzeichnung der erhaltenen Base haben 
wir auch hier, wie bei der asymmetrischen Verbindung, das 
bisher noch nicht beschriebene Pikrat bereitet, indem wir eine 
Probe des Hydrojodids mit Chlorsilber umsetzten, das Filtrat 
vom Jodsilber zur Trockne verdampften, den Riickstand in 
Wasser aufnahmen und die berechnete Menge Pikrinsiiure in 
1°/,iger warmer Liésung hinzugaben. Beim Erkalten und 
Stehen schieden sich langsam Nadeln aus, die nach dem Um- 
krystallisieren aus Wasser (sie sind darin schwerer léslich als 
das Pikrat der asymmetrischen Trimethylverbindung) im Schmelz- 


réhrchen bei 211° zu sintern begannen und bei 216° schmolzen. 
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0,0862 g Substanz (bei 110° getrocknet) lieferten 19,1 eem N (15°, 
742,7 mm Hg). 


C,H,,N,-C,H,0,N, Ber. 25,46°/, N Gef. 25,66°/, N 

Mit waBriger Pikrolonsiure gab eine Liésung des Hydro- 
chlorids, ebensowenig wie das Hydrochlorid der asymmetrischen 
Trimethylbase, eine Fallung, nur langsam erfolgte eine spiir- 
liche Ausscheidung. Nach dem Umkrystallisieren zersetzte 
sich das Pikrolonat bei 232° (nach vorhergehendem Sintern): 
ob es schon rein gewesen ist, wollen wir dahingestellt sein 
lassen. 

5. Einwirkung von Methylamin auf N,N,S-Tri- 
methylpseudothioharnstoff bei 100° 0,55 g N,N-Di- 
methylsulfoharnstoff wurden mit CH,J methyliert und das 
Hydrojodid des Trimethylpseudothioharnstoffs, das — zuniachst 
sirupd6s — bei mehrtigigem Stehen an der Luft krystal- 
linisch erstarrt war, mit 15 ccm einer 33°/, igen alkoholischen 
Methylaminlésung zusammengebracht. Die klare, farblose 
Lésung war nach zweistiindigem Erhitzen im Bombenrohr im 
Dampfbad duBerlich unverindert und schied auch beim Ein- 
dampfen nichts aus. Sie wurde zur Trockne gebracht; beim 
Aufnehmen des krystallinischen Riickstandes mit wenig Alkohol 
blieb nur eine geringe Menge feiner Nadeln ungelést, in denen 
wohl etwas s-Trimethylguanidinhydrojodid vorlag. Ohne Riick- 
sicht auf diese spiarlichen Krystalle zu nehmen, wurde der 
: Alkohol wieder verjagt, der Riickstand in Wasser geldst, die 
Lésung mit AgCl umgesetzt und das Filtrat vom Jodsilber 
eingeengt. Auf Zusatz von Goldchlorid entstand eine Fallung, 
die zweimal aus salzsiurehaltigem Wasser umkrystallisiert 
wurde: nadelférmige Krystalle, die im Schmelzréhrchen bei 
134° schwach zu sintern begannen und zwischen 141 und 147° | 
unscharf schmolzen. 
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0,1615 g Substanz (bei 95° getrocknet) gaben 0,0729 g Au (als 
Schwefelgold ausgef allt). 
Gef. 45,08°/, Au 
Es lag vermutlich ein Gemisch der Aurate eines Trimethy]- 
und des s-Dimethylguanidins vor (ber. 44,70 bzw. 46,16°/, Au). 
Um zu priifen, ob s-Trimethylguanidin zugegen war, wurde in 
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der oben (S. 160) beschriebenen Weise versucht, aus dem Filtrat 
der Goldbestimmung ein in Alkohol schwer ldésliches Hydro- 
jodid zu erhalten, was jedoch nicht gelang. Es war daher 
wohl in dem analysierten Goldsalz neben s-Dimethylguanidin- 
aurat die Goldverbindung des as-Trimethylguanidins vorhanden. 
Die Goldmutterlaugen lieferten beim Einengen und beim Um- 
krystallisieren der Ausscheidungen noch 3 Goldsalzfraktionen, 
die aber alle ganz unscharf schmolzen und, wie Goldbestim- 
mungen zeigten, nicht einheitlich sein konnten. Es wurde 
deshalb aus den Goldsalzen, ebenso wie aus der letzten Gold- 
mutterlauge, das Au durch H,S entfernt, die Filtrate vom 
Schwefelgold zur Trockne gebracht, die Riickstinde in Wasser 
aufgenommen und die Lésungen mit wiBriger Pikrolonsiure 
gefallt. Nach Umkrystallisieren aus Wasser zersetzten sich 
alle Pikrolonate beim Erhitzen im Schmelzréhrchen bei 260 
bis 262° entsprechend den von Kutscher und Lohmann 
(a. a. O.) sowie von Wheeler und Jamieson (a. a. O.) fiir das 
Pikrolonat des s-Dimethylguanidins gemachten Beobachtungen: 
260—262° bzw. 262°. Kine Probe wurde analysiert: 

0,0981 g Substanz (bei 125—130° getrocknet) gaben 23,0 ccm N 
13,5°, 749,4 mm Hg). 

C,H,N,:C,,H,0,N, Ber. 27,92°/, N Gef. 27,55°/, N 

Aus einer anderen Probe wurde, nach Entfernen der 
Pikrolonsiure durch Ausathern usw., das Goldsalz hergestellt, 
das nach Umkrystallieren bei 122° schmolz. 

0,1177 g Substanz (bei 90° getrocknet) enthielten 0,0542 g Au. 

C,H,N,-HAuCl, Ber. 46,16°/, Au Gef. 46,05°/, Au 

Ks unterliegt somit keinem Zweifel, daB bei diesem Ver- 
such s-Dimethylguanidin gebildet worden war und zwar betrug 
die Ausbeute an Pikrolonat vom Zersetzungsp. 260—262° min- 
destens 42°/, der theoretisch méglichen Menge (berechnet aut 
0,55 g N, N-Dimethylsulfoharnstoff). 

Bei Ausfiihrung der vorliegenden Untersuchung sind wir 
von der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft durch 
Kreditgewiihrung in dankenswerter Weise unterstiitzt worden. 
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Bemerkung zur Abhandlung: ,,Die hornlésende Wirkung 
der Schwefelalkalien“ von Paul Pulewka, Diese Zs. Bd. 146, 
S. 130 (1925). 


Von 


Richard Weiss. 


(Aus dem I. chem. Laboratorium der Universitit in Wien.) 


(Der Redaktion zugegangen am 22. Januar 1926.) 


Beziiglich der in der obengenannten Verdffentlichung angegebenen 
Wirkungsweise der Metallsulfide sei festgestellt, daB ich bereits im 
Jahre 1920 im Handbuch der kosmetischen Chemie von Dr. Hans Trutt- 
win in dem von mir verfabten Abschnitt ,,Depilatoria’ iiber den gleichen 
Gegenstand auf Grund des vorliegenden Tatsachenmaterials und eigener 
Nachpriifung die folgende Erklirung gab: 

Die depilatorische Wirkung ist wohl in erster Linie durch die 
Sulfhydrationen verursacht, wihrend die Hydroxylionen blo’ eine unter- 
geordnete Rolle spielen. Dies geht aus der folgenden Tatsache hervor: 
Eine wibrige Aufschlimmung von Calciumsulfid wirkt iiberhaupt nicht 
depilierend. Die keratolytische Wirkung stellt sich aber sofort ein, wenn 
in das Gemenge von Calciumsulfid und Wasser Schwefelwasserstoff bis zur 
Sittigung eingeleitet wird. Dadurch wird aber die Konzentration der 
Hydroxylionen zuriickgedringt und die der Sulfhydrationen bedeutend 
vermehrt. Allerdings gelingt es nur, die Hydroxylionenkonzentration auf 
ein Minimum herabzudriicken, ihre vollstindige Ausschaltung ist unmég- 
lich. Man kann daher nicht entscheiden, ob nicht doch eine gewisse 
Menge von Hydroxylionen fiir den Haarlésungsproze8 erforderlich ist.‘ 

Meine Erklirung deckt sich also im wesentlichen mit der von 


Paul Pulewka gegebenen. 








